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La creciente preocupación por la protección de la salud pública y el 
medio ambiente frente a los contaminantes químicos ha llevado al desarrollo de 
una ingente cantidad de legislación en la que se establecen directrices para el 
control de la contaminación medioambiental, estándares de calidad en los 
diferentes compartimentos ambientales y límites máximos de residuos de 
contaminantes permitidos en alimentos y aguas de bebida. El control del 
cumplimiento de la legislación vigente sólo es posible si se disponen de 
herramientas analíticas adecuadas para la monitorización de los contaminantes 
en las muestras de interés. La complejidad de estas muestras (alimentos, aguas 
naturales y residuales, etc.), la amplia variedad de estructuras químicas de los 
contaminantes, y las bajas concentraciones a las que éstos deben detectarse y 
cuantificarse hacen que el desarrollo de métodos que proporcionen resultados 
fiables, exactos y precisos no sea una tarea fácil. Es deseable, además, que 
estos métodos sean rápidos, simples, seguros para los analistas y respetuosos 
con el medio ambiente, características que contribuyen de forma decisiva a su 
aceptación en los laboratorios de análisis. 
 
El tratamiento de las muestras es la etapa más compleja y laboriosa de 
los procesos analíticos usados en análisis medioambiental y de alimentos. 
Generalmente implica diferentes operaciones que consumen la mayor parte del 
tiempo requerido para el análisis y constituyen una importante fuente de 
incertidumbre en las medidas realizadas. Además, implican el consumo de 
importantes cantidades de disolventes orgánicos tóxicos e inflamables, ácidos, 
gases a presión, etc., lo que supone un riesgo para los analistas y contribuye a 
la contaminación ambiental. 
 
El objetivo de las investigaciones que se presentan en esta Memoria ha 
sido simplificar y mejorar los procesos de tratamiento de muestra usados para 
la determinación de dos importantes grupos de contaminantes, bisfenoles y 
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plaguicidas, en muestras medioambientales y agroalimentarias mediante el uso 
de extractantes supramoleculares constituidos por agregados moleculares de 
tensioactivo. Los sistemas supramoleculares evaluados han sido admicelas 
utilizadas como material adsorbente en extracción en fase sólida y disolventes 
supramoleculares usados en extracciones líquido-líquido y sólido-líquido. Estos 
sistemas supramoleculares poseen una serie de características que los hacen 
especialmente atractivos para su uso en procesos de extracción analítica: 
1) Su síntesis es rápida, simple y está al alcance de cualquier 
laboratorio. Los adsorbentes supramoleculares  se obtienen mediante 
la agregación de moléculas de tensioactivo en la superficie de óxidos 
minerales y los disolventes supramoleculares mediante procesos de 
coacervación que implican la formación de agregados en fase líquida. 
2) Su capacidad de extracción se puede modificar mediante la selección 
del tensioactivo o mezcla de tensioactivos usados en la síntesis. La 
estructura del tensioactivo determina en gran medida el tipo y fuerza 
de las interacciones que proporciona el sistema supramolecular para 
la adsorción o solubilización de los analitos.  
3) Son adecuados para la extracción de multirresiduos de 
contaminantes. Presentan elevada capacidad de extracción para 
analitos con muy diferente estructura química ya que los agregados  
proporcionan microambientes de diferente polaridad donde los 
compuestos pueden retenerse o solubilizarse mediante diferentes 
tipos de interacciones. 
 
Por otra parte, un objetivo fundamental en el desarrollo de esta Tesis ha 
sido la formación de la doctoranda mediante el desarrollo de actividades 
complementarias a la labor investigadora como la publicación de artículos 
científicos y la asistencia y presentación de comunicaciones a congresos. 
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La Memoria de esta Tesis Doctoral consta de dos partes precedidas de 
una introducción en la que se resumen las principales innovaciones introducidas 
en los últimos años en los procesos de extracción en análisis ambiental y 
agroalimentario, las diferentes metodologías de extracción basadas en el uso de 
agregados supramoleculares propuestas hasta la fecha y aspectos relevantes de 
los dos grupos de contaminantes estudiados en esta Tesis, bisfenoles y 
plaguicidas, que ponen de manifiesto la necesidad de disponer de métodos que 
permitan determinar estos contaminantes en muestras medioambientales y 
alimentos de forma fiable, rápida, simple y segura. 
 
Los contenidos de las dos partes de esta Memoria son los siguientes: 
 
PARTE I. Extracción supramolecular en fase sólida en análisis 
ambiental 
 
 Tras exponer el objeto específico de esta parte de la Tesis Doctoral, se 
describen los aspectos más importantes de la extracción supramolecular en fase 
sólida, incluyendo el procedimiento de extracción y adsorbentes 
supramoleculares usados, las interacciones analito-adsorbente implicadas y los 
antecedentes de esta técnica en la bibliografía. A continuación se presentan las 
investigaciones realizadas en esta Tesis para evaluar la capacidad de los 
adsorbentes supramoleculares para extraer contaminantes polares de muestras 
acuosas medioambientales. Concretamente, se ha estudiado el uso de 
hemimicelas y admicelas de dodecilsulfato sódico formadas sobre alúmina para 
la extracción de carbendazim, tiabendazol y fuberidazol (fungicidas 
benzimidazólicos) de aguas naturales y de estos mismos adsorbentes, además 
de hemimicelas y admicelas de bromuro de cetiltrimetil amonio formadas sobre 
sílice y de mezclas de dodecilsulfato sódico (DSS) y cloruro de tetrabutilamonio 
(ClTBA) formadas sobre alúmina para la extracción de bisfenol A y bisfenol F de 
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aguas residuales urbanas. Los métodos desarrollados basados en extracción 
supramolecular en fase sólida, cromatografía líquida y detección fluorimétrica se 
han validado y usado para la determinación de los contaminantes estudiados en 
muestras tomadas en diferentes acuíferos, ríos y plantas de tratamiento de 
aguas residuales de Andalucía. Además, en esta Tesis se ha estudiado por 
primera vez el uso de adsorbentes supramoleculares para la extracción de 
multirresiduos de plaguicidas de muestras acuosas medioambientales. Los 
adsorbentes ensayados han sido hemimicelas y admicelas de DSS-alumina y 
admicelas mixtas DSS-ClTBA-alumina y los plaguicidas estudiados incluyen 
compuestos ácidos, básicos y neutros pertenecientes a diez grupos 
estructurales diferentes. Los plaguicidas se determinaron en el extracto usando 
cromatografía líquida con detección fotométrica. Tras optimizar el proceso de 
extracción, se evaluaron los parámetros de calidad del método y su aplicabilidad 
a la determinación de multirresiduos de plaguicidas en aguas subterráneas y de 
río. 
 
PARTE II: Extracción con disolventes supramoleculares en análisis 
ambiental y agroalimentario 
 
 Esta parte de la Memoria se inicia exponiendo los objetivos de las 
investigaciones realizadas y aspectos fundamentales de la extracción con 
disolventes supramoleculares incluida la síntesis de los diferentes tipos de 
disolventes descritos hasta la fecha, capacidad de solubilización y 
concentración, procedimientos de extracción, compatibilidad con técnicas 
instrumentales y antecedentes bibliográficos. A continuación se incluyen los 
principales resultados obtenidos en las investigaciones realizadas en esta Tesis 
sobre el uso de disolventes supramoleculares para la extracción de plaguicidas 
en muestras acuosas medioambientales y alimentos. Estos estudios incluyen la 
evaluación de disolventes constituidos por vesículas de ácido decanoico 
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decanoato de tetrabutilamonio para la extracción de carbendazim, tiabendazol y 
fuberidazol de muestras acuosas ambientales y de una amplia variedad de 
productos agrícolas, y de disolventes constituidos por agregados inversos de 
ácido octanoico, decanoico y dodecanoico para la extracción de 2,4-D, MCPA, 
MCPP, 2,4,5-T y MCPB (fenoxiácidos usados como herbicidas) de aguas 
naturales. La determinación de los analitos se realizó usando cromatografía 
líquida, en el primer caso con detección fluorimétrica y en el segundo caso, 
acoplada a espectrometría de masas. Tras su validación, los métodos 
desarrollados se usaron para analizar frutas y verduras y muestras de aguas 
subterráneas y de río. 
 
 En la Memoria también se incluye un apartado en el que se resumen y 
discuten conjuntamente los resultados obtenidos  en las investigaciones 
realizadas en esta Tesis Doctoral destacando las aportaciones mas relevantes e 
innovadoras y finalmente, las conclusiones obtenidas a partir del trabajo de 
investigación realizado. La Memoria termina con dos apéndices, el apéndice A 
en el que se enumeran los artículos científicos publicados y el apartado B, que 
incluyen las comunicaciones realizadas en Congresos. 
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1. INNOVACIONES EN LAS TÉCNICAS DE EXTRACCIÓN USADAS 
EN ANÁLISIS AMBIENTAL Y AGROALIMENTARIO 
 
 En los últimos años se ha investigado intensamente sobre técnicas de 
extracción analíticas con varios objetivos: aumentar la eficacia y/o selectividad 
de las extracciones, simplificar el proceso de tratamiento de muestra, reducir el 
tiempo de análisis y eliminar o reducir el uso de disolventes orgánicos. Entre las 
estrategias utilizadas para alcanzar estos objetivos podemos destacar el 
desarrollo de nuevos materiales adsorbentes para extracción en fase sólida, el 
desarrollo de técnicas de microextracción, el uso de energías auxiliares y de 
fluidos supercríticos y la combinación de disolventes y adsorbentes para realizar 
simultáneamente la extracción y limpieza de la muestra. A continuación 
comentaremos los principales avances en técnicas de extracción en el ámbito 
del análisis ambiental y agroalimentario. 
 
1.1. Nuevos materiales adsorbentes para extracción en fase 
sólida (Solid Phase Extraction, SPE) 
 
  Se han desarrollado nuevo materiales adsorbentes que presentan 
elevada eficacia para la extracción de analitos en un amplio intervalo de 
polaridad adecuados para el análisis de multirresiduos y adsorbentes selectivos 
a un analito o grupo de analitos con estructura química similar. Entre los 
materiales usados en el análisis de multirresiduos se encuentran los copolímeros 
hidrofílicos-lipofílicos, los adsorbentes mixtos y los de carbono. Los copolímeros 
hidrofílicos-lipofílicos se sintetizan a partir de dos monómeros, uno con 
capacidad para interaccionar con analitos apolares y el otro polares [1]. Este es 
el caso del copolímero de divinilbenceno/N-vinilpirrolidona (nombre comercial: 
OASIS HLB), un adsorbente ampliamente usado para la extracción de 
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contaminantes en muestras ambientales y agroalimentarias líquidas y para la 
limpieza de extractos de muestras agroalimentarias sólidas. 
 
 Los adsorbentes mixtos son materiales con una base de sílice o 
polimérica con cadenas hidrocarbonadas (C8 o C18) y grupos cambiadores de 
iones (ej. Isolute HCX y HAX) enlazados [1] o con copolímeros hidrofílicos-
lipofílicos modificados con grupos cambiadores (ej. Oasis MCX, Strata X-C, etc.) 
[2]. Estos adsorbentes se han utilizado fundamentalmente para la extracción de 
residuos de principios activos farmacéuticos y drogas de abuso en muestras 
acuosas mediambientales previa a su determinación mediante cromatografía 
líquida acoplada a espectrometría de masas [2]. 
 
 Adsorbentes de carbono como el negro de carbón grafitizado (ej. ENVI-
Carb SPE) y el carbono grafítico poroso (ej. Carbograph 4) presentan elevada 
capacidad para la retención de compuestos polares y no polares siendo su 
principal inconveniente la adsorción irreversible de determinados compuestos. 
Las últimas investigaciones sobre adsorbentes de carbono se han centrado en el 
uso de fullerenos y nanotubos de carbono, nanomateriales que han sido 
utilizados en la extracción de una gran variedad de compuestos como por 
ejemplo plaguicidas, residuos de principios activos farmacéuticos, compuestos 
fenólicos, etc. [3, 4]. 
 
 En cuanto a los materiales adsorbentes selectivos, los primeros usados 
en SPE fueron los materiales de acceso restringido (restricted access materials, 
RAMs). Estos materiales permiten separar compuestos de bajo peso molecular 
de macromoléculas (ej.proteínas) combinando la retención de analito mediante 
diferentes tipos de interacciones (dispersión, iónica, etc) con procesos de 
exclusión por tamaños. 
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 Mucho más selectivos son los inmunoadsorbentes (inmunosorbents, ISs) 
y los polímeros de impresión molecular (molecularly-imprinted polymers, MIPs). 
Los primeros están consituidos por un anticuerpo unido a un soporte sólido y los 
segundos se obtienen polimerizando un monómero como el ácido metacrílico 
con un interconectador como el dimetacrilato de etilenglicol alrededor de una 
molécula diana. Una vez eliminada esta molécula se crean huecos en la que 
dicha molécula se retiene de forma selectiva. Ambos tipos de adsorbentes son 
adecuados para la extracción específica de un único compuesto y para la 
separación selectiva de grupos de compuestos con estructuras químicas 
similares [5]. Los MIPs aventajan a los ISs en coste, reusabilidad y estabilidad 
pero presentan el inconveniente de la contaminación de los extractos a 
consecuencia de la eliminación incompleta de la molécula diana. Se han descrito 
numerosas aplicaciones de los ISs [6] y los MIPs [7] en análisis ambiental. 
 
1.2.  Técnicas de microextracción 
 
 En los últimos años han aparecido numerosas publicaciones que revisan 
las diferentes técnicas de microextracción desarrolladas y sus principales 
aplicaciones [8-14]. A continuación se comentan las más utilizadas en análisis 
medioambiental y agroalimentario. 
 
Microextracción en fase sólida (Solid phase microextraction, SPME). Esta técnica 
fue desarollada por el grupo del Profesor Pawliszyn a principios de los años 90 
[15]. La fase extractante es una fibra constituida por sílice fundida recubierta 
con un adsorbente, generalmente polimérico, y la adsorción se produce por 
contacto de la fibra con los analitos en fase gaseosa (modalidad de espacio de 
cabeza) o en la muestra líquida (modalidad de inmersión total) (Figura 1). 
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Figura 1. Configuraciones básicas para microextracción en fase sólida (SPME) 
 
Inicialmente esta técnica se utilizó en combinación con cromatografía de 
gases (GC) para la determinación de analitos volátiles o semivolátiles y 
posteriormente, se ampliaron sus aplicaciones a la determinación de analitos no 
volátiles o termolábiles en combinación con  cromatografía líquida (CL) [10]. En 
el primer caso, la desorción de los analitos se produce mediante un aumento de 
la temperatura, mientras que en el segundo  se utilizan disolventes orgánicos. El 
número de aplicaciones desarrolladas para CG es muy superior a las disponibles 
para LC debido al reducido número de fibras comerciales disponibles para la 
extracción de compuestos polares y los elevados tiempos requeridos para la 
desorción de los analitos. Recientemente se han propuesto nuevos dispositivos 
para SPME en los que la fibra se sustituye por un capilar de sílice fundida (in-
tube SPME) o una aguja (in-needle SPME) recubiertas en su interior con el 
material adsorbente, o bien rellenos con partículas de material adsorbente o 
microfibras [10, 11]. Estos dispositivos son más robustos, presentan mayor 
capacidad de adsorción y permiten la automatización del proceso de extracción 
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cuando se utiliza en combinación con CL, pero tienen el inconveniente de que 
se obstruyen con facilidad. 
 
Microextracción por adsorción en barras magnéticas agitadoras (Stir-bar 
sorptive extraction, SBSE). Esta técnica introducida en 1999 por Baltussen y col. 
[16] y comercializada por Gerstel, se basa en el uso de un imán situado en el 
interior de una barra de vidrio de 10 a 40 mm de longitud recubierta de fibra de 
polydimetilsiloxano (PDMS) que actúa como material adsorbente (Figura 2). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Configuración para microextracción por adsorción en barras magnéticas 
agitadoras (SBSE). 
 
La adsorción de los analitos se produce por inmersión de la barra 
magnética en la muestra líquida con la ayuda de la agitación producida por la 
propia barra. El rendimiento de la extracción y por lo tanto, la sensibilidad 
alcanzada, es considerablemente superior a la obtenida mediante SPME debido 
a que la superficie de contacto del material adsorbente con la muestra es entre 
50 y 250 mayor; pero sólo es aplicable a la extracción de analitos polares 
después de su derivatización, ya que el PDMS sólo retiene eficazmente 
compuestos apolares. 
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Microextracción en una gota (single-drop microextraction, SDME). Fue la 
primera técnica de microextracción líquido-líquido desarrollada [17]. Una gota 
(1-8 µL) de un disolvente orgánico se suspende del extremo de la aguja de una 
microjeringa (Figura 3). 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Configuraciones básicas para microextracción en una gota (SDME). 
 
La gota de disolvente se pone en contacto con la muestra líquida (1-10 
mL) o con el espacio de cabeza en el que se encuentran volatilizados los 
analitos de muestras líquidas o sólidas y, una vez se ha producido la 
solubilización de los analitos en el disolvente, la gota se introduce de nuevo en 
la microjeringa para su inyección en un sistema cromatográfico o de 
electroforesis capilar (Figura 4). 
 
Se trata de una técnica simple y de bajo coste, que se ha aplicado en 
combinación con CG para la extracción y concentración de una gran variedad de 
contaminantes en muestras ambientales y agroalimentarias [18]. 
 
Las aplicaciones en LC se vieron inicialmente limitadas por la 
incompatibilidad de los disolventes orgánicos usados en SDME (ej. tolueno, 
hexano, isooctano, etc.) con esta técnica cromatográfica y la baja sensibilidad 
obtenida como consecuencia de los bajos volúmenes de estos disolventes,  
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utilizados en la microextracción. 
 
 
 
 
 
Figura 4. Etapas de la SDME en la modalidad de inmersión total. 
 
No obstante, se han desarrollado diferentes estrategias para 
compatibilizar la SDME con LC [19, 20]. Como la denominada microextracción 
líquido-líquido-líquido en una gota (single drop-liquid liquid liquid 
microextraction, SD-LLLME) [19] (Figura 5) en la que el analito se extrae en un 
disolvente orgánico inmiscible con la muestra líquida y menos denso que ésta, y 
se reextrae en una gota de disolución acuosa suspendida del extremo de la 
aguja de la jeringa e inmersa en el disolvente orgánico. También se han 
propuesto modificaciones del extremo de la aguja que aumentan el área de 
contacto y permiten aumentar el tamaño de la gota [20]. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Configuración para microextracción líquido-líquido-líquido en una gota. 
Aguja de la microjeringa
Disolvente orgánico
Gota de disolución 
acuosa 
Gota de disolución acuosa 
Disolvente orgánico
Muestra acuosa
Barra de agitación
Agitador magnético
Antonia Moral Martínez                                                             Tesis Doctoral 
 
 
- 20 - 
Microextracción en fase líquida con el uso de una fibra hueca (hollow fiber-liquid 
phase microextraction (HFLPME). Esta técnica se desarrolló con el objetivo de 
evitar los problemas de inestabilidad mecánica de la gota en SDME y, al igual 
que para ésta, se han propuesto sistemas de dos y tres fases para la extracción 
de analitos apolares y polares, respectivamente [8, 10].  
 
 
 
 
 
 
Figura 6.  Sistema de (A) dos fases y (B) tres fases para microextracción en fase líquida 
con el uso de una fibra hueca. 
 
En el sistema de dos fases (Figura 6A), la fibra hueca, un tubo de polipropileno 
microporoso cerrado en uno de sus extremos, se rellena con disolvente orgánico 
que ocupa tanto el interior del tubo como los poros de la fibra, mientras que en 
el sistema de tres fases (Figura 6B), el disolvente orgánico sólo se encuentra en 
los poros de la fibra estándo el interior del tubo de polipropileno relleno con una 
disolución acuosa. La extracción del analito se produce en el disolvente orgánico 
situado en los poros de la fibra, para posteriormente pasar al interior del tubo. 
El extracto orgánico (sistema de dos fases) o acuoso (sistema de tres fases) se 
retira del interior de la fibra hueca con la jeringa utilizada previamente para 
introducir la fase extractante en su interior y cuya aguja sirve de soporte a la 
fibra. Entre las ventajas de la técnica se cuentan la posibilidad de utilizar 
volúmenes de extracción y velocidades de agitación mayores a los usados en 
SDME, pero presenta el inconveniente de que la cinética de extracción es lenta 
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lo que hace que aumenten los tiempos de extracción en comparación con los 
utilizados en SDME. Recientemente se ha propuesto la modificación de la 
superficie de la fibra con recubrimientos poliméricos que permite aumentar el 
área de contacto con la muestra y por lo tanto, la eficacia de la extracción [21], 
y también el uso de recubrimientos de MIP para extracciones selectivas [21]. 
 
Microextracción líquido-líquido dispersiva (Dispersive liquid-liquid 
microextraction, DLLME). En esta técnica, desarrollada por Berijani y col. en el 
año 2006 [22], se usa un segundo disolvente miscible tanto con el disolvente 
extractante como con la muestra acuosa. Este disolvente actúa como agente 
dispersante, favoreciendo la extracción del analito. El pequeño volumen de 
extractante usado (del orden de µL) y la elevada eficacia de extracción obtenida 
permiten obtener recuperaciones y factores de concentración elevados. La 
principal limitación de esta técnica es que sólo es posible utilizar disolventes 
extractantes de elevada densidad para obtener una separación efectiva del 
extracto mediante centrifugación [12]. A pesar de su reciente desarrollo, esta 
técnica se ha utilizado en numerosas aplicaciones entre las que se incluyen la 
determinación de plaguicidas, PAHs y fenoles en muestras medioambientales y 
agroalimentarias [23]. 
 
1.3.  Extracción con el uso de energías auxiliares 
 
  Técnicas como la extracción asistida por microondas, acelerada por 
ultrasonidos o con líquidos presurizados permiten obtener una elevada eficacia 
para la extracción de contaminantes en muestras sólidas y reducir el tiempo de 
extracción y el volumen de disolvente orgánico usado. A continuación se 
comentan brevemente las características de estas técnicas de extracción. 
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Extracción asistida por microondas (microwave assisted extraction, MAE). Se 
distinguen dos tipos de equipos según la forma en la que se aplica la energía de 
microondas a la muestra: sistemas multimodo y monomodo o focalizado. En los 
sistemas multimodo la radiación se aplica uniformemente en una cavidad donde 
se sitúa la muestra, mientras que en los sistemas monomodo la radiación se 
focaliza en una zona mucho más restringida y, por lo tanto, la radiación que 
llega a la muestra es más intensa. La radiación multimodo se utiliza 
fundamentalmente en sistemas cerrados que operan a elevada presión, y la 
radiación focalizada en sistemas abiertos. No obstante, también se han descrito 
sistemas que hacen uso de vasos cerrados para el tratamiento de muestra con 
radiación focalizada que permiten tratar hasta seis muestras simultáneamente a 
elevada presión y temperatura (hasta 130 atm y 320 °C, respectivamente) [24]. 
Aunque los sistemas cerrados presentan ventajas como la posibilidad de usar 
elevadas temperaturas sin que se produzcan pérdidas de disolvente y analitos 
volátiles, también presentan algunos inconvenientes como la limitación en la 
cantidad de muestra que es posible tratar (menos de 1 g para muestras 
inorgánicas y 0.5 g para las orgánicas). En sistemas abiertos la cantidad de 
muestra tratada generalmente varía entre 3 y 10 g [24]. La MAE se ha utilizado 
para la extracción de diferentes contaminantes (PAHs, plaguicidas, fenoles, etc.) 
en suelos, sedimentos y productos agrícolas [25, 26]. 
 
Extracción acelerada por ultrasonidos (ultrasonic assisted extraction, UAE). En 
UAE se utilizan ondas de sonido con frecuencias superiores a 20 KHz. Estas 
ondas originan la formación de burbujas de vapor en el disolvente usado como 
extractante que implosionan originando importantes aumentos de temperatura 
y presión en puntos localizados del mismo. Este fenómeno, denominado 
cavitación, aumenta la difusividad del extractante en el interior de las partículas 
de muestra y la solubilidad de los analitos. De los dos tipos de dispositivos 
disponibles, baños y sondas de ultrasonidos, los primeros han sido los más 
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utilizados para la extracción de compuestos orgánicos de muestras sólidas, 
probablemente debido a que a las altas frecuencias de ultrasonidos usadas en 
las sondas se produce la descomposición de determinados compuestos 
orgánicos mediante termólisis o reacciones con radicales libres OH [27]. Los 
principales inconvenientes de la UAE son bajas recuperaciones y necesidad de 
realizar limpieza de los extractos de muestras biológicas. PAHs, PCBs y 
plaguicidas han sido los grupos de contaminantes para los que se han 
propuesto más aplicaciones de esta técnica [27, 28]. 
 
Extracción con líquidos presurizados (pressurized liquid extraction, PLE). En esta 
técnica, también denominada extracción acelerada con disolventes (accelerated 
solvent extraction, ASE), el proceso de extracción sólido-líquido se realiza a 
elevada temperatura (50-200 °C) y presión (10-15 MPa) en un equipo de 
laboratorio especialmente diseñado para este fin que consta de una célula de 
extracción, un horno y una bomba. La célula de extracción que contiene la 
muestra se sitúa automáticamente en el horno, la bomba impulsa el disolvente 
hasta su interior donde se produce la extracción a la temperatura y presión 
establecidas y el extracto obtenido es recogido en un vial de colección. Este 
ciclo se repite con nuevas porciones de disolvente generalmente un total de dos 
a tres veces. La PLE ha encontrado numerosas aplicaciones para la extracción 
de una gran variedad de contaminantes orgánicos en muestras 
medioambientales [29] y agroalimentarias [30] debido a las importantes 
ventajas que presenta entre las que se incluyen elevada frecuencia de 
muestreo, reducción del consumo de disolvente y posibilidad de realizar la 
limpieza de los extractos on-line o en la propia célula de extracción utilizando 
adsorbentes adecuados, siendo su principal inconveniente el elevado coste del 
equipo de laboratorio usado.   
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1.4. Otras técnicas de extracción 
 
 En esta sección comentaremos dos técnicas usadas para la extracción  
de muestras sólidas, la extracción con fluidos supercríticos y la técnica de 
dispersión de la matriz en fase sólida. 
 
 Extracción con fluidos supercríticos (supercritical fluid extraction, SFE). Los 
fluidos supercríticos presentan una densidad similar a los disolventes líquidos 
pero menor viscosidad, por lo que el coeficiente de difusividad de los analitos en 
estos fluidos es mayor al que presentan en los extractantes líquidos, y por lo 
tanto, la eficacia de extracción obtenida es también mayor [26]. En la Figura 7 
se muestra un dispositivo para extracción con CO2 supercrítico, el fluido más 
utilizado en extracciones analíticas. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 7. Dispositivo para extracción con fluidos supercríticos. 
 
Este dispositivo permite controlar la presión y la temperatura a la que se 
realiza la extracción, dos variables que influyen en la densidad del fluido y por lo 
tanto, en su capacidad de solvatación. Además, permite utilizar, en el caso que 
sea necesario, disolventes modificadores de la polaridad del extractante. El CO2 
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supercrítico es apolar y la adición de disolventes polares como el metanol, en 
porcentajes que generalmente varían entre el 1 y el 10% aumenta su polaridad 
y por lo tanto, su capacidad para extraer analitos polares. Entre las ventajas de 
esta técnica de extracción podemos destacar su rapidez, elevada selectividad y 
la obtención de extractos bastante limpios, siendo su principal inconveniente, 
como en el caso de la PLE, el elevado coste de los equipos de laboratorio 
usados para aplicar la técnica. La SFE ha sido adoptada por la Agencia de 
protección ambiental de Estados Unidos (Environmental Protection Agency, 
EPA) como método de referencia para la extracción de PAHs (Método 3561) y 
PCBs (Método 3562) de muestras sólidas medioambientales [31]. 
 
Dispersión de la matriz en fase sólida (Matrix solid-phase dispersión, MSPD). 
Esta técnica permite realizar la extracción de los analitos y la limpieza del 
extracto en muestras líquidas y sólidas en una sóla etapa. La muestra se mezcla 
con un adsorbente adecuado (con frecuencia C18 o C8 y proporción 
muestra:adsorbente de 1:1 a 1:4) y esta mezcla se homogeniza e introduce en 
una columna de SPE. Finalmente, los analitos se eluyen de la columna con un 
disolvente adecuado. Para obtener un mayor grado de limpieza de los extractos 
se puede introducir una etapa de lavado previa a la elución de los analitos o 
bien, situar un segundo adsorbente en la parte inferior de la columna que 
retenga posibles especies interferentes. La extracción de plaguicidas en frutas y 
verduras es una de las principales aplicaciones de la técnica [26]. En la 
actualidad, las investigaciones en MSPD se centran en el uso de nuevos 
adsorbentes como nanotubos de carbono o MIPs, la miniaturización del proceso 
y la combinación de la MSPD con otras técnicas de extracción (ej. DLLME) para 
mejorar la eficacia y selectividad del proceso [8].   
 
 Finalmente, la Tabla 1 compara las principales características de las 
diferentes técnicas comentadas anteriormente para la extracción de 
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contaminantes en muestras sólidas con las correspondientes a la extracción 
Soxlet, técnica de referencia en la extracción de este tipo de muestras.  
 
 En esta Tesis se investiga el uso de la extracción supramolecular en 
fase sólida y la extracción con disolventes supramoleculares con el objetivo de 
simplificar el tratamiento de muestra, aumentar la frecuencia de muestreo y 
disminuir el consumo de disolventes orgánicos en análisis medioambiental y 
agroalimentario. A continuación se exponen aspectos fundamentales de la 
extracción supramolecular. 
 
Tabla 1  
Características generales de las principales técnicas de extracción para muestras sólidas 
Técnica  Soxlet  USE  MAE  PLE  SFE  MSPD 
Tiempo  3-48 h  10-60 min  3-60 min  5-30 min  10-60 min  10-60 min 
Cantidad de 
muestra (g) 
 1-30  1-30  1-30  1-30  1-5  0.5-5 
Disolvente (mL)  100-500  30-200  10-40  10-100  2-5  4-15 
Automatización  En serie  En serie  Si  Si  Si  En serie 
Optimización  -  -  Simple  Simple  Compleja  Simple 
Compuestos 
termolábiles 
 Si  Si  No  No  No  Si 
Habilidad del 
operador 
 Baja  Moderada  Moderada  Moderada  Alta  Baja 
Inversión 
económica 
 Baja  Baja  Moderada  Elevada  Elevada  Baja 
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2.- EXTRACCIÓN SUPRAMOLECULAR  
 
 Los métodos de extracción supramolecular se basan en la capacidad de 
los agregados supramoleculares para solubilizar una gran variedad de 
sustancias químicas. Se han utilizado diferentes tipos de agregados 
supramoleculares y se han desarrollado distintas metodologías de extracción 
que a continuación se detallan. 
 
2.1. Agregados supramoleculares usados en procesos de 
extracción  
 
 Los agregados supramoleculares más utilizados en extracción en fase  
líquida han sido micelas acuosas e inversas. Recientemente, también se ha 
propuesto el uso de vesículas. En fase sólida, se han usado dos tipos de 
agregados formados sobre soportes sólidos, las hemimicelas y las admicelas.  
 
 Tanto los agregados en disolución como los formados sobre soportes 
sólidos están constituidos por moléculas de tensioactivo que se asocian 
espontáneamente cuando se alcanza una determinada concentración de anfifilo 
denominada concentración crítica de agregación. Las moléculas de tensioactivo 
se unen en los agregados fundamentalmente mediante interacciones de 
dispersión entre sus cadenas hidrocarbonadas aunque también se pueden 
producir interacciones polares, electrostáticas, formación de puentes de 
hidrógeno, etc. Los agregados moleculares son muy estables y una vez 
formados permanecen inalterados durante semanas, pero su estructura no es 
rígida sino que se trata de entidades dinámicas en equilibrio con los monómeros 
de tensioactivo en disolución. 
 La morfología de los agregados formados en disolución depende, entre 
otros factores, de la estructura química del compuesto y de la naturaleza del 
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medio en la que está disuelto. El parámetro de empaquetamiento crítico “P” 
[32] permite correlacionar la estructura del tensioactivo con la morfología del 
agregado formado en condiciones experimentales bien definidas. Este 
parámetro se calcula a partir de la expresión matemática:  
cla
P
0

  
donde  es el volumen del grupo o grupos hidrófobos del tensioactivo, α0 el 
área de la sección transversal de su grupo cabeza en contacto con el disolvente 
por molécula de tensioactivo, y lc es la longitud crítica del grupo hidrófobo, que 
es aproximadamente igual a la longitud efectiva máxima (lmáx) de dicho grupo. 
 
 En la Figura 8 se muestra la estructura de los agregados de tensioactivo 
usados en procesos de extracción supramolecular en fase líquida y el intervalo 
dentro del que varía el parámetro de empaquetamiento crítico, P, para cada uno 
de ellos. 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Estructura y factor de empaquetamiento crítico para diferentes tipos de 
agregados en disolución. 
 
En las micelas acuosas tanto esféricas como vermiformes las cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo se orientan hacia el interior 
MICELAS ACUOSAS VESÍCULAS MICELAS INVERSAS
P < 1/3
1/3 < P < 1/2
1/2 < P < 1
P > 1
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del agregado para evitar el contacto directo con el agua, mientras que en las 
micelas inversas, formadas en disolventes apolares, es el grupo cabeza polar el 
que se orienta hacia el interior del agregado quedando las cadenas 
hidrocarbonadas en contacto con el disolvente. Finalmente, las vesículas son 
estructuras esféricas que se forman en disolución acuosa y están constituidas 
por una doble capa de moléculas de tensioactivo, con un espesor igual al doble 
de la longitud máxima de la molécula, y con los grupos polares de las moléculas 
de una de las capas dirigidos hacia el exterior y los de la otra capa hacia el 
interior, ambos en contacto con la disolución acuosa. 
 
 La mayoría de los tensioactivos con una única cadena hidrocarbonada 
lineal forman micelas y los tensioactivos con doble cadena hidrocarbonada 
vesículas. No obstante, determinados tensioactivos con una única cadena 
hidrocarbonada forman vesículas en determinadas condiciones experimentales. 
Este es el caso de los ácidos alquilcarboxílicos en disoluciones acuosas a valores 
de pH próximos a su pKa aparente (pKa de la molécula cuando se encuentra 
formando parte de una estructura [33]) [34]. En estas condiciones, el número 
de moléculas de biotensioactivo protonadas y desprotonadas es 
aproximadamente igual y la agregación se produce mediante la formación de 
puentes de hidrógeno entre sus grupos carboxílico y carboxilato e interacciones 
de dispersión entre sus cadenas hidrocarbonadas. 
 
 La estructura de los agregados usados para extracción en fase sólida, 
hemimicelas y admicelas, se muestra en la Figura 9. Ambos tipos de agregados 
se forman en la interfase entre disoluciones de tensioactivo iónico y sólidos 
soportes con carga superficial opuesta a la del tensioactivo y presentan 
estructuras tridimensionales, los primeros tienen forma cónica con los grupos 
polares de las moléculas de tensioactivo adsorbidos sobre el sólido soporte y 
sus cadenas hidrocarbonadas unidas mediante interacciones de dispersión, y los 
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segundos son micelas esféricas adsorbidas sobre el sólido soporte. Los óxidos 
minerales alúmina y sílice han sido los sólidos soportes más utilizados [35], 
aunque también se ha propuesto el uso de otros materiales [36-43]. Entre los 
tensioactivos más usados cabe destacar el dodecilsulfato sódico (DSS) 
adsorbido sobre alúmina y el cetiltrimetilamonio bromuro (BrCTA)  y el 
cetilpiridinio cloruro (CPC) adsorbidos sobre sílice [35]. 
 
 
 
 
 
 
Figura 9. Estructura de hemimicelas y admicelas. 
 
2.2. Metodologías de extracción con el uso de agregados 
supramoleculares  
 
Extracción en fase líquida. Se han desarrollado métodos de extracción  
basados en el uso de disoluciones de micelas normales e inversas y de 
disolventes supramoleculares. 
 
Extracción con micelas acuosas (Micellar extraction, ME). Los analitos se extraen 
de la muestra sólida en una disolución acuosa que contiene tensioactivo a una 
concentración superior a su concentración micelar crítica (cmc). En la última 
década se ha propuesto el uso de micelas acuosas como alternativa a los 
disolventes orgánicos en técnicas de extracción con el uso de energías auxiliares 
(MAE, UAE and PLE) [44], siendo la extracción micelar asistida por microondas 
Soporte 
sólido
Monómero de 
tensioactivo
HEMIMICELAS ADMICELAS
                                                                                              Introducción 
 
 
- 31 - 
(microwave-assisted micellar extraction, MAME) la técnica más ampliamente 
utilizada. Esta técnica se ha aplicado a la extracción de PAHs [45], residuos de 
principios activos farmacéuticos [46, 47] y pesticidas [48, 49] en sedimentos 
[45, 46] suelos [49] y material biológico [47, 48]. 
Ultrafiltración micelar (Micellar-enhanced ultrafiltración, MEUF). Esta técnica 
combina el uso de micelas acuosas de tensioactivos y membranas con tamaño 
de poro inferior al de las micelas para extraer sustancias químicas en disolución. 
La MEUF se ha utilizado fundamentalmente para la eliminación de metales [50] 
y contaminantes orgánicos [51] de aguas residuales y para la recuperación de 
compuestos de alto valor añadido a partir de residuos industriales (ej. 
polifenoles en alpechín [52]). 
 
Extracción con micelas inversas (Reverse micellar extraction, RME). Las 
disoluciones de tensioactivo en disolventes apolares a concentraciones 
superiores a su cmc se han utilizado para la extracción y purificación de 
biomoléculas (ej. proteínas [53], enzimas [54], DNA [55]) y para la extracción 
líquido-líquido de metales y compuestos orgánicos de muestras acuosas [56]. 
Los metales pueden solubilizarse en las micelas inversas mediante interacciones 
electrostáticas con los grupos polares de las moléculas de tensioactivo o en 
presencia de agentes quelatantes, formando parte de complejos orgánicos. 
 
Extracción con disolventes supramoleculares (Supramolecular solvent-based 
extraction, SUSME). Los disolventes supramoleculares (supramolecular solvents, 
SUPRASs) son líquidos nanoestructurados constituidos por agregados de 
tensioactivo que se obtienen mediante un proceso de coacervación, es decir la 
separación en disoluciones de tensioactivo de dos fases líquidas (SUPRAS y 
disolución en equilibrio) inducida por determinadas condiciones experimentales. 
La SUSME se basa en la capacidad de solubilización de los agregados que 
constituyen los SUPRASs. Los disolventes obtenidos a partir de disoluciones de 
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tensioactivos noiónicos polietoxilados a temperaturas superiores a un 
determinado valor, denominado punto de nube (Cloud Point), fueron los 
primeros usados en extracciones analíticas [57, 58] y para los que se han 
descrito más aplicaciones hasta el momento. También se han utilizado 
disolventes supramoleculares constituidos por tensioactivos anfóteros [59], 
catiónicos [60] y aniónicos [61] y más recientemente por ácidos 
alquilcarboxílicos [62, 63] y alkanoles [64]. En la bibliografía podemos encontrar 
artículos que revisan las principales aplicaciones de los SUPRASs para la 
extracción de analitos inorgánicos [65] y orgánicos [66, 67] en una gran 
variedad de matrices líquidas y sólidas. En la introducción de la Parte I de esta 
Memoria se describen los diferentes tipos de SUPRAS usados en extracciones 
analíticas, sus características y aplicaciones. 
 
Extracción en fase sólida. Las hemimicelas y admicelas se han utilizados 
como adsorbentes en extracción supramolecular en fase sólida y las micelas 
acuosas para la desorción de compuestos orgánicos en SPE y SPME. 
 
Extracción supramolecular en fase sólida (Supramolecular solid-phase 
extraction, SUPRA-SPE). Adsorbentes supramoleculares constituidos por 
hemimicelas, hemimicelas y admicelas o admicelas se han utilizado para la 
extracción en fase sólida de metales [68, 69] y compuestos orgánicos [70, 71] 
en muestras líquidas. La extracción del metal se puede realizar mediante la 
formación de un complejo con un ligando previamente adsolubilizado en las 
hemimicelas o admicelas [68], o mediante la formación del complejo en la 
disolución acuosa como paso previo a la adsolubilización [69]. En la introducción 
de la Parte II de esta Memoria se realiza una descripción detallada de aspectos 
teóricos y prácticos de la SUPRA-SPE. 
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SPE y SPME con desorción micelar (micellar desorption, MD). Disoluciones de 
micelas acuosas de diferente naturaleza se han utilizado como alternativa a los 
disolventes orgánicos para la desorción de compuestos orgánicos en SPE [72] y 
SPME [73]. La combinación SPME-MD es la que ha encontrado más 
aplicaciones, todas ellas orientadas a la determinación de contaminantes 
orgánicos en muestras acuosas medioambientales [73, 74]. 
 
3. PLAGUICIDAS 
 
3.1. Aspectos generales  
 
 Los plaguicidas son sustancias o mezclas de sustancias destinadas a 
prevenir, destruir o controlar plagas, incluyendo hongos, bacterias, plantas y 
animales que interfieren en la producción, procesado, almacenamiento, 
transporte o comercialización de los alimentos, la madera, las plantas 
ornamentales y el forraje y piensos para animales, además de las usadas para 
proteger de insectos, parásitos y otros organismos nocivos a los animales 
domésticos, el hombre y el entorno en el que éste desarrolla sus actividades. 
Comenzaron a usarse de forma intensiva en la década de los cuarenta y desde 
entonces su consumo no ha dejado de aumentar. En la actualidad se producen 
aproximadamente 2,5 millones de toneladas de plaguicidas al año [75], la 
mayor parte de ellos consumidos en Europa y Estados Unidos. 
 
 Aproximadamente el 85% de la producción mundial de plaguicidas se 
destina a actividades agrícolas [76]. En Europa se utilizan aproximadamente 3 
Kg de plaguicidas por hectárea de suelo cultivado, lo que supone un consumo 
de más de 300,000 toneladas de estos productos al año [77]. Los agricultores 
usan los plaguicidas para mejorar el rendimiento y la calidad de las cosechas 
eliminando o reduciendo las malas hierbas y protegiendo los cultivos de 
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organismos nocivos como hongos, insectos, etc. Se estima que 
aproximadamente una tercera parte de la producción agrícola se perdería de no 
usarse plaguicidas para controlar las plagas [75]. Por lo tanto, el uso 
responsable de los plaguicidas contribuye a garantizar la disponibilidad de 
productos agrícolas de buena calidad a bajo precio y asequibles para todos los 
consumidores y producir una mayor variedad de alimentos a escala regional, lo 
que a su vez reduce los costes de transporte. Además, el uso de plaguicidas, 
concretamente herbicidas, es fundamental en el laboreo de conservación, es 
decir cuando se utilizan técnicas de laboreo mínimo, práctica agrícola que 
contribuye a reducir la erosión del suelo, la pérdida de nutrientes por lixiviación 
y el consumo de combustibles fósiles. 
 
 Los plaguicidas también se usan en actividades pecuarias, como 
antiparásitos externos e internos, en actividades de salud pública, para controlar 
enfermedades transmitidas por insectos como la malaria, combatir plagas en 
edificios y en medios de transporte (roedores, termitas, etc.) y en el 
mantenimiento de parques, jardines, vías férreas y reservas de agua (embalses, 
diques, depósitos, estanques piscícolas, canales, albercas y piscinas) para evitar 
la proliferación de insectos, hongos, bacterias, algas, hierba y maleza. Además, 
se incorporan a productos de consumo como los cosméticos, champús y 
jabones para preservarlos del desarrollo de hongos y bacterias, repelentes de 
insectos e insecticidas y en productos destinados al cuidado de mascotas y 
plantas. 
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3.2. Clasificación  
 
 Los plaguicidas se clasifican según su acción específica, estructura 
química, toxicidad y persistencia. Generalmente se combinan los dos primeros 
criterios en una clasificación conjunta. Realizar una clasificación exhaustiva de 
los plaguicidas atendiendo a estos dos criterios es una tarea muy complicada 
debido a la gran diversidad de acciones que realizan, el elevado número de 
sustancias activas registradas (más de 1000) y la gran variedad de estructuras 
químicas que presentan. Se han propuesto una gran variedad de clasificaciones 
atendiendo a la acción específica de los plaguicidas [78-80], siendo una de las 
más usadas la que distingue diez grupos [78]: 
 
I. Insecticidas 
II. Acaricidas 
III. Fungicidas 
IV. Nematicidas, desinfectantes y fumigantes en general 
V. Herbicidas 
VI. Fitorreguladores y productos afines 
VII. Molusquicidas, rodenticidas y varios 
VIII. Específicos post-cosecha y simientes 
IX. Protectores de maderas, fibras y derivados 
X. Plaguicidas específicos varios 
 
 Los plaguicidas más consumidos en Europa pertenecen a los grupos I, 
III, IV y V de la clasificación anterior [81]. En la Tabla 2 se muestran 
plaguicidas de elevado consumo en Europa clasificados atendiendo a su acción 
específica y estructura química. 
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Tabla 2 
Plaguicidas de elevado consumo en Europa clasificados de 
acuerdo con su acción específica y estructura química  
Tipo de plaguicida  Plaguicidas 
Fungicidas   
 Ditiocarbamatos  Mancozeb 
 Organofosforados  Metiram 
 Derivados de la Morfolina  Tebuconazol 
 Conazoles  Fosetil 
 Bencimidazoles  Carbendazim 
Herbicidas   
 Organofosforados  Glifosato 
 Fenilureas  Isoproturon 
 Fenoxiácidos  MCPA, 2,4-D 
 Cloroacetanilidas  Metolacloro, Alacloro 
 Triazinas  Atrazina 
Insecticidas   
 Organofosforados  Malation, Clorpirifos 
 Organoclorados  Endosulfan 
 Carbamatos  Clorprofam 
 Neonicotinoides  Imidaclorprid 
Nematicidas   
 Organoclorados  1,3-Dicloropropeno 
 Ditiocarbamato  Dazomet 
 
  
 La clasificación de los plaguicidas según su toxicidad se basa en 
resultados de dosis letal media  DL50 y concentración letal media CL50 (Tabla 3). 
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 Tabla 3 
Clasificación de los plaguicidas según su toxicidad 
Toxicidad 
 aDL50 (mg/Kg)  
bCL50 
(mg/L) 
 Oral  Dérmica  Inhalación 
 Solido Liquido  Solido Liquido  
Extremadamente 
peligroso 
 
≤ 5 ≤ 20 
 
≤ 10 ≤ 40 
 
0.2 
Altamente 
peligroso 
 
5-50 20-200 
 
10-100 40-400 
 
0.2-2 
Moderadamente 
peligroso 
 
50-500 200-2000 
 
100-1000 400-4000 
 
2-20 
Ligeramente 
peligroso 
 
≥500 ≥2000 
 
≥ 1000 ≥ 4000 
 
≥ 20 
aDosis letal media para ratas 
bConcentración en el aíre letal media para ratas 
 
 Finalmente, en la Tabla 4 se muestra la clasificación de los plaguicidas 
según su persistencia. 
 
Tabla 4 
Clasificación de los plaguicidas según su persistencia 
Persistencia  Vida media 
No persistente  0-12 semanas 
Moderadamente persistente  1-18 meses 
Persistente  < 20 años 
Permanentes  > 20 años 
 
 
3.3. Efectos medioambientales: Contaminación de aguas 
 
 El uso de plaguicidas con frecuencia tiene como resultado la 
contaminación de aguas superficiales y subterráneas, lo que supone un 
importante riesgo para el medio ambiente y la salud humana. Determinados 
plaguicidas, los más persistentes, pueden encontrarse en las aguas mucho 
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tiempo después de su uso, y una vez que entran en la cadena alimentaria 
puede acumularse en los tejidos y alcanzar concentraciones mucho más altas de 
las encontradas en el medio ambiente [82]. Por lo tanto, es fundamental 
disponer de información acerca del contenido en plaguicidas de las aguas 
naturales para una correcta evaluación de los riesgos medioambientales y para 
la salud pública. 
 
 La mayoría de los plaguicidas presentes en aguas naturales llegan hasta 
ellas a partir de escorrentías o lixiviación de suelos contaminados. La cantidad 
de plaguicida que llega hasta los ríos, lagos, acuíferos, etc. depende de multitud 
de factores [83] entre los que podemos destacar:  
a)  Propiedades físico-químicas de los plaguicidas: volatilidad, solubilidad en 
agua, capacidad de adsorpción sobre las partículas del suelo, 
biodegradabilidad, etc. 
 b) Características del suelo: composición granulométrica, humedad, pH y 
contenido en materia orgánica. 
 c) Climatología: cantidad de precipitaciones, temperatura, radiación solar, 
etc. 
d) Características topográficas del terreno.  
 
 Para determinar la afinidad de los plaguicidas por los diferentes 
compartimentos medioambientales se utilizan parámetros como el coeficiente 
de adsorpción en suelos y la constante de Henry (H). Este último parámetro se 
calcula a partir de los valores de presión de vapor del plaguicida (P), su 
solubilidad en agua (S) y peso molecular (PM): 
 
H= P x PM/C 
 Así, la afinidad de los plaguicidas por el agua aumenta a medida que 
disminuye su coeficiente de adsorpción en suelos y su constante de Henry, o lo 
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que es lo mismo, a medida que disminuye su volatidad y peso molecular y 
aumenta su solubilidad en agua. 
 
 Finalmente, los procesos de degradación bióticos y abióticos juegan un 
papel fundamental en la persistencia de los plaguicidas en suelos y aguas [84, 
85]. Los principales procesos abióticos de degradación son la degradación 
química y la fotodegradación. La degradación química se produce mediante 
reacciones de oxidación, reducción e hidrólisis, entre otras, mientras que la 
fotodegradación se puede producir mediante la absorción directa de radiación 
por el plaguicida o mediante la reacción del plaguicida con radicales hidroxilo u 
otras especies reactivas formadas a partir de sustancias presentes en el agua o 
suelo. Por otra parte, las transformaciones bióticas se producen  en  organismos 
vivos (plantas, animales, microorganismos) o catalizadas por enzimas y puede 
desarrollarse hasta la completa mineralización del plaguicida o dar lugar a 
compuestos que con frecuencia son más tóxicos y persistentes que los 
productos de partida [86, 87]. 
 
 3.4. Residuos de plaguicidas en alimentos 
 
 La presencia de residuos de plaguicidas en los alimentos es uno de los 
aspectos de la calidad alimentaria que más preocupa actualmente. Los 
alimentos pueden contener plaguicidas o productos de degradación de los 
mismos como consecuencia del uso masivo de estos productos fitosanitarios en 
actividades agrícolas. Los residuos de plaguicidas en alimentos de origen 
vegetal provienen de tratamientos realizados durante el cultivo o almacenage 
de los productos agrícolas, mientras que los presentes en alimentos de origen 
animal se acumulan en los tejidos grasos del ganado que consume productos 
agrícolas o piensos contaminados.  
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 La exposición del ser humano a los plaguicidas varía en función del 
contenido de residuos de plaguicidas en los alimentos y de la dieta alimentaria 
en la zona geográfica considerada. Por otra parte, el grado de contaminación de 
los alimentos depende de factores como el tipo y cantidad de plaguicida usado, 
formulación aplicada, tipo de cultivo, tiempo transcurrido desde la aplicación 
hasta el consumo del producto y condiciones meteorológicas. La lluvia, el viento 
y la radiación solar favorecen la eliminación y/o degradación de los plaguicidas 
de los productos agrícolas. 
 
 Con el objetivo de detectar problemas de Seguridad Alimentaria en 
Europa, en el año 2002 se creó EFSA (European Food Safety Authority), agencia 
de la Unión Europea (UE) con sede en Parma (Italia). Esta agencia ha elaborado 
cuatro informes sobre residuos de plaguicidas en alimentos [88], el último de 
ellos publicado en marzo de 2013 [89] y elaborado a partir de los resultados 
obtenidos en el análisis de más de 12.000 muestras de 500 clases de alimentos 
de origen vegetal y animal, crudos y procesados, recogidas en 2010 en 29 
países europeos. El informe muestra un elevado grado de cumplimiento de los 
alimentos respecto a los máximos niveles de residuos de plaguicidas permitidos 
en la UE; en más del 97% de las muestras analizadas los niveles de residuos 
estuvieron por debajo del límite legal. Los alimentos con mayor porcentaje de 
muestras que superan el límite legal fueron la avena, lechuga, fresas y 
melocotones. Ninguna de las muestras de alimentos de origen animal superaron 
los límites legales. Este informe también evalúa la exposición crónica (a largo 
plazo) y aguda (a corto plazo) a los residuos de plaguicidas a través de la dieta, 
concluyendo que los residuos en los alimentos analizados no suponen un riesgo 
a largo plazo para la salud del consumidor y también excluye de riesgo a corto 
plazo al 99,6% de las muestras analizadas. No obstante, es fundamental repetir 
estos estudios periódicamente para garantizar la seguridad de los alimentos 
en lo que se refiere a su contenido en plaguicidas. 
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 El Sistema de Alerta Rápida para Alimentos y Piensos (RASFF,  Rapid 
Alert System for Food and Feed) permite intercambiar información de forma 
rápida entre EFSA y las autoridades competentes de los diferentes países de la 
UE sobre posibles riesgos para la salud pública provocados por alimentos o 
piensos contaminados en Europa. En España es AECOSAN (Agencia Española de 
Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutrición) el organismo encargado de actuar 
como punto de contacto entre EFSA y las diferentes autoridades nacionales en 
seguridad alimentaria, institutos de investigación y consumidores. 
 
3.5. Legislación Europea 
 
 La Unión Europea ha realizado un importante esfuerzo legislativo con el 
objetivo de reducir al mínimo los riesgos y peligros que supone el uso de 
plaguicidas para la salud y el medio ambiente. En el año 2000 en la directiva 
2000/60/EC [90] se estableció la estructura marco de la Unión Europea (UE) en 
el ámbito de la política de aguas con el objetivo de mantener y mejorar la 
calidad de las aguas naturales mediante la reducción progresiva de los vertidos 
de sustancias peligrosas y la monitorización de la evolución del contenido de 
contaminantes con el fin de detectar e invertir cualquier tendencia significativa y 
sostenida de aumento de concentración. En el anexo VIII de esta directiva se 
establecen los principales grupos de contaminantes, entre los que se incluyen 
los plaguicidas, y se pone de manifiesto la necesidad de llegar a acuerdos sobre 
las sustancias para las que deben preverse medidas de carácter prioritario, las 
denominadas sustancias prioritarias, y entre éstas, cuáles deben considerarse 
sustancias peligrosa prioritaria debido a su elevada toxicidad, persistencia y/o 
bioacumulación. En la Decisión nº 2455/2001/CE [91] de 2001 se establece la 
primera lista de 33 sustancias que son prioritarias en la UE para incluirlas en el 
anexo X de la Directiva 2000/60/CE, lista que es posteriormente modificada en 
las directivas 2008/105/CE [92] y 2013/39/UE [93]. De las 45 sustancias o 
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grupos de sustancias incluidas en la última lista de sustancias prioritarias, cerca 
de la mitad son plaguicidas, y aproximadamente la tercera parte de estos 
plaguicidas se identifican como sustancias peligrosas prioritarias. En las 
directivas 2008/105/CE y 2013/39/UE también se establecen estándares de 
calidad ambiental para las sustancias prioritarias en aguas superficiales 
especificando la concentración media anual y máxima admisible para cada una 
de estas sustancias. 
 
 Paralelamente se ha elaborado normativa para la protección de las 
aguas subterráneas contra la contaminación (Directiva 2006/118/CE [94]) en la 
que se establecen concentraciones máximas admisibles de plaguicidas en aguas 
subterráneas iguales a las reguladas para aguas de bebida (Directiva 98/83/CE 
[95]), es decir 0.1 µg L−1 para plaguicidas individuales y 0.5 µg L−1 para la suma 
de todos los plaguicidas, y se han regulado los requisitos de los métodos de 
análisis utilizados en el seguimiento del estado de las aguas (Directiva 
2009/60/CE [96]). Estos métodos deben proporcionar resultados con una 
incertidumbre igual o inferior al 50% estimada al nivel del estándar de calidad 
medioambiental establecido y posser un límite de cuantificación igual o inferior 
al 30% de dicho estándar de calidad.  
 
 La legislación específica sobre plaguicidas incluye la Directiva 
2009/128/CE [97] que estable el marco de actuación comunitaria para el uso 
sostenible de los plaguicidas y el Reglamento (CE) nº 1107/2009 [98] relativo a 
la comercialización de productos fitosanitarios. El Reglamento (CE) nº 
1107/2009 establece criterios para la autorización del uso de nuevos plaguicidas 
tras la realización de una estricta evaluación de riesgos y la Directiva 
2009/128/CE tiene como objetivo mejorar la  eficacia de los tratamientos con 
plaguicidas y la formación de los usuarios, desarrollar programas integrados de 
gestión de plagas y establecer mecanismos para sustituir los plaguicidas más    
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tóxicos por alternativas más seguras. 
 
 Finalmente, el Reglamento (CE) nº 396/2005 [99] fija los límites 
máximos de de residuos (LMR) de plaguicidas en productos de origen animal y 
vegetal destinados al consumo humano y en piensos para el ganado. Los LMR 
se establecen siguiendo criterios de toxicidad y de acuerdo con la cantidad 
mínima de plaguicida que permite proteger a los cultivos de forma efectiva. 
Estos límites se revisan continuamente modificándose a la luz de nuevas 
informaciones y datos disponibles. Las modificaciones establecidas se recogen 
en diferentes Reglamentos [100] y en la base de datos de acceso gratuito 
disponible en Internet [101]. En esta base de datos se incluyen los LMR para 
todos los plaguicidas regulados en diferentes productos agrícolas y ganaderos. 
 
4. BISFENOLES 
 
4.1. Aspectos generales  
 
 Los bisfenoles son compuestos orgánicos con dos grupos fenoles 
terminales en su estructura química utilizados en la industria química para 
sintetizar diferentes tipos de materiales plásticos. Entre los más usados se 
encuentran el bisfenol A y el bisfenol F, utilizados para la obtención de resinas 
epoxi y policarbonatos. Los polímeros policarbonato son ligeros, duros, 
transparentes y resistes al calor, propiedades que los hacen apropiados para su 
uso en una gran variedad de productos como soportes digitales (CDs y DVDs), 
paneles plásticos para automóviles, recipientes para comidas y bebidas, etc., 
mientras que las resinas epoxi se utiliza fundamentalmente en recubrimientos 
interiores de latas de conserva, en botellas de plástico y tuberías de suministro 
de agua. Además, el bisfenol A y F se utilizan como aditivos en otros plásticos, 
en papel térmico e incluso en selladores usados en tratamientos dentales. 
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4.2. Efectos medioambientales: Contaminación de aguas 
 
 Los bisfenoles llegan al medio ambiente mediante vertidos de  aguas 
residuales y filtraciones de agua de vertederos [102]. Las fábricas productoras 
de plásticos, papel térmico y papel reciclado son las principales fuentes de 
contaminación por vertido de aguas residuales industriales, aunque las aguas 
residuales urbanas también contienen cantidades importantes de bisfenoles, 
procedentes fundamentalmente de recipientes y botellas de plástico y latas 
revestidas de material plástico usadas para contener bebidas o alimentos. Las 
plantas depuradoras de aguas con frecuencia no consiguen eliminar los 
bisfenoles de las aguas residuales y éstos llegan a las aguas naturales 
superficiales a través del vertido de los efluentes de las depuradoras. Además, 
los bisfenoles pueden llegar a las aguas subterraneas a través de filtraciones de 
aguas de vertederos en los que se acumulan grandes cantidades de materiales 
plásticos que se degradan por la acción de microorganismos, agentes químicos 
o agentes naturales como la radiación solar. 
 
 El BPA y BPF son moderadamente solubles en agua (200 mg L−1 y 360 
mg L−1, a 25  ˚C, respectivamente [102]), poco volátiles y no sufren hidrólisis 
en disolución acuosa. En el medio ambiente están sometidos a procesos de 
adsorción en suelos y sedimentos, biodegradación y fotodegradación, siendo su 
tiempo de vida media en las aguas naturales de pocos días [103]. Sin embargo, 
a persar de su baja persistencia, los bisfenoles y especialmente el bisfenol A, el 
más ampliamente utilizado, son frecuentemente detectados en las aguas 
naturales debido a que estos contaminantes son continuamente liberados al 
medio ambiente. 
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4.3. Actividad estrogénica 
 
 La actividad estrogénica de los bisfenoles ha sido demostrada en 
numerosos estudios [102, 104, 105]. Estos contaminantes alteran las funciones 
del sistema endocrino de los seres vivos interfiriendo en la síntesis, la secreción, 
el transporte y el metabolismo de las hormonas naturales, lo que origina 
importantes efectos adversos en los seres vivos, incluido el hombre. La 
exposición al BPA junto con otros disruptores endocrinos, puede ser la causa de 
problemas de infertilidad, anomalías del tracto urinario, diabetes, desordenes 
cardiovasculares y diferentes tipos de cáncer [106].  
 
 El BPA tiene un poder estrogénico mucho mayor al que demostraban los 
primeros estudios realizados. Recientemente se ha comprobado que puede 
alterar la función del sistema endocrino y perturbar las funciones celulares a 
concentraciones del orden de los pg  L−1 [104]. A bajos niveles de 
concentración produce alteraciones de la acción de la hormona tiroidea, bloquea 
la sintesis de testosterona y anula el efecto beneficioso del estradiol en la 
formación de la sinapsis neuronal [107, 108]. 
 
 Los efectos sobre la salud del BPA y los bisfenoles en general varían en 
función de su concentración en los alimentos y el agua, frecuencia del consumo 
de alimentos contaminados y edad de los consumidores, siendo los niños y los 
no natos los más vulnerables.  
 
4.4. Legislacion europea 
 
 Los alteradores endocrinos, entre los que se incluyen los bisfenoles, se 
encuentran recogidos en el Anexo VIII de la Directiva 2000/60/EC [90] como 
uno de los principales grupos de contaminantes de las aguas naturales. 
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Además, en el Anexo III de la Directiva 2008/105/CE [92] se incluye el BPA 
dentro de la lista de sustancias sometidas a revisión para su posible 
identificación como sustancia prioritaria o sustancia prioritaria peligrosa. No 
obstante, hasta el momento no se han establecido estándares de calidad 
medioambiental para los bisfenoles.  
 
 La legislación europea sin embargo sí establece límites de migración del 
BPA en los alimentos envasados y la ingesta diaria tolerable (TDI). La normativa 
sobre migración de los constituyentes de los materiales y objetos plásticos 
destinados a entrar en contacto con los alimentos se recoge en varias Directivas 
[109-111], siendo la Directiva 2004/19/CEE [111] en la que se establece el 
límite de migración del BPA, es decir la cantidad de compuesto que se permite 
migrar del envase al alimento, en 600 ng g-1. Por otra parte, la ingesta diaria 
tolerable de BPA ha sido establecida por el EFSA en 0,05 mg por Kg de peso 
corporal [102]. 
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1. Objeto 
 
El diseño de nuevos adsorbentes y su evaluación para su uso en 
extracción en fase sólida (SPE) es un área de investigación en constante 
desarrollo dadas las ventajas que ofrece esta técnica frente a la extracción 
líquido-líquido, entre las que cabe destacar: la posibilidad de obtener elevados 
factores de concentración, extraer compuestos polares, reducir el consumo de 
disolventes y evitar el problema asociado a la formación de emulsiones estables. 
La extracción de compuestos polares de muestras acuosas generalmente se 
realiza usando fases de C18 enlazadas a sílice, fases poliméricas o de carbón. 
Las fases de C18 presentan volúmenes de ruptura relativamente bajos para este 
tipo de compuestos, las fases poliméricas retienen más fuertemente analitos 
polares pero presentan el inconveniente de requerir elevados volúmenes de 
disolvente para eluir los analitos, haciendo imprescindible la evaporación del 
disolvente para concentrar los extractos, y los adsorbentes de carbón presentan 
el inconveniente de retener muy fuertemente, incluso irreversiblemente, 
determinados compuestos. Las fases enlazadas apolares, poliméricas y de 
carbón son también las más usadas para la extracción de multirresiduos de 
contaminantes en muestras acuosas, presentando también para esta aplicación 
los inconvenientes antes mencionados. 
 
El objetivo de la primera parte de esta Tesis Doctoral ha sido evaluar el 
uso de adsorbentes supramoleculares para la extracción de contaminantes 
orgánicos polares y multirresiduos de contaminantes en muestras acuosas 
ambientales. Los adsorbentes investigados han sido hemimicelas y admicelas 
del tensioactivo aniónico dodecilsulfato sódico (DSS) formadas sobre alúmina y 
del tensioactivo catiónico cetiltrimetilamonio bromuro (BrCTA) formadas sobre 
sílice y admicelas mixtas de DSS y tetrabutilamonio formadas sobre alúmina. La 
selección del tipo de agregado y del tensioactivo o mezcla de tensioactivos que 
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los constituyen determinan el tipo de interacciones que intervienen en la 
retención del analito y por consiguiente, la fuerza con que dichos analitos son 
retenidos. El uso de admicelas mixtas amplia el número de interacciones de 
diferente naturaleza que se producen, lo que facilita la retención de analitos con 
muy diferente estructura química. La elución de los analitos se realiza usando 
pequeñas cantidades de disolventes orgánicos o disoluciones acuosas a pH 
adecuado que causan la desagregación de las moléculas de tensioactivo. 
 
A continuación se describen los fundamentos teóricos y prácticos de la 
SPE supramolecular y se presentan los principales resultados obtenidos en las 
investigaciones realizadas. 
 
2. Adsorbentes supramoleculares 
 
Los adsorbentes supramoleculares se obtienen mediante la adsorción de 
tensioactivos iónicos en disolución acuosa sobre la superficie de un soporte 
sólido con una carga en su superficie opuesta a la del tensioactivo. En la Figura 
1 se muestra a modo de ejemplo la adsorción de DSS sobre alúmina y BrCTA 
sobre sílice.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Adsorción de (A) DSS sobre alúmina y (B) BrCTA sobre sílice 
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Estos óxidos minerales han sido los sólidos soporte más usados [1], pero 
también se han utilizado nanotubos de titanato [2], resinas de intercambio 
iónico [3, 4] y diferentes materiales con propiedades magnéticas como 
magnetita [5, 6], magnetita recubierta por óxidos minerales [7, 8] y láminas de 
grafeno magnéticas [9]. 
 
La adsorción de los tensioactivos iónicos sobre el sólido soporte puede 
dar lugar a la formación de dos tipos de agregados supramoleculares: 
hemimicelas y admicelas. A continuación comentaremos cómo se obtienen cada 
uno de estos agregados y qué variables experimentales influyen en su 
formación. 
 
2.1. Formación de hemimicelas y admicelas 
 
La isoterma de adsorción de un tensioactivo iónico sobre un sólido 
soporte muestra cuatro regiones (Figura 2): 
 
I- Región de Henry. A concentraciones bajas de tensioactivo se produce la 
adsorción de monómeros aislados. Los grupos cabeza de las 
moléculas de tensioactivo interaccionan electrostáticamente con la 
superficie del sólido soporte sin que se produzca ningún tipo de 
interacción entre los monómeros adsorbidos. 
 
II- II-Región hemimicelar. A concentraciones de tensioactivo superiores a su 
concentración hemimicelar crítica (CHC), las cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo adsorbidas sobre el 
sólido soporte interaccionan mediante fuerzas de dispersión 
formándose agregados tridimensionales con forma cónica 
denominados hemimicelas. 
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Figura 2.  Isoterma de adsorción típica de tensioactivos iónicos en sólidos soporte 
cargados y estructuras de los diferentes tipos de agregados formados 
 
III-Región hemimicelar/admicelar. Cuando toda la superficie del sólido soporte 
está neutralizada y por lo tanto, se ha alcanzado la máxima carga de 
tensioactivo en forma de hemimicelas, comienzan a formarse admicelas, 
agregados con estructura esférica similar a la de las micelas. Estos agregados 
se forman mediante la interacción de las cadenas hidrocarbonadas de las 
moléculas de tensioactivo adsorbidas en la superficie del sólido y las cadenas 
hidrocarbonadas de nuevas moléculas de tensioactivo que quedan de esta 
forma enlazadas al sólido. 
 
IV- Región admicelar (IVa) y admicelar/micelar (IVb). En la región admicelar la 
carga de tensioactivo sobre la superficie del sólido soporte alcanza su valor 
máximo, y por lo tanto, un incremento en la concentración de tensioactivo se 
traducirá en un aumento del mismo en disolución. Cuando en la disolución se 
alcanza la concentración micelar crítica (CMC) del tensioactivo, existen tanto 
micelas como admicelas.   
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Entre los factores que influyen en la formación de hemimicelas y 
admicelas se incluyen el sólido soporte usado, pH al que se produce la 
adsorción, estructura química del tensioactivo, fuerza iónica y temperatura. El 
sólido soporte usado y el pH determinan la densidad de carga de la superficie 
del soporte y por tanto, la cantidad máxima de tensioactivo que puede 
adsorberse en la región hemimicelar y admicelar. El punto de carga cero (pcz) 
de la alúmina es 8,5 y el de la sílice 3. A valores de pH inferiores al pcz la carga 
sobre el óxido mineral es positiva y a valores superiores negativa, aumentando 
la densidad de carga a medida que el pH se aleja del valor del pcz en uno u otro 
sentido. Por tanto, la alúmina se usa a valores de pH ácidos a los que posee 
una elevada densidad de carga positiva, para la adsorción de tensioactivos 
aniónicos, y la sílice a valores de pH neutros o ligeramente básicos, a los que 
posee una elevada densidad de carga negativa, para la adsorción de 
tensioactivos catiónicos.  
 
La longitud de la cadena hidrocarbonada del tensioactivo influye en el 
valor de la CHC de forma similar a como lo hace en la CMC; un aumento de un 
átomo de carbono en la cadena hidrocarbonada del tensioactivo hace que la 
CMC y la CHC se reduzcan a la tercera parte (regla de Traube) [10], debido a 
que aumentan las fuerzas de dispersión entre las cadenas hidrocarbonadas del 
tensioactivo, favoreciendo la formación de agregados. 
 
Cuanto mayor es la fuerza iónica más desfavorecida se encuentra la 
formación de hemimicelas al disminuir las interacciones electrostáticas 
atractivas entre el grupo cabeza del tensioactivo y los grupos cargados en la 
superficie del sólido soporte. Por el contrario, una fuerza iónica elevada 
favorece la formación de admicelas al disminuir las interacciones electrostáticas 
repulsivas entre los grupos cargados de las moléculas de tensioactivo en estos 
agregados [11].  
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Finalmente, la formación de hemimicelas y admicellas se realiza a 
temperatura ambiente, ya que al aumentar la temperatura disminuye la 
cantidad máxima de tensioactivo que puede adsorberse sobre el sólido soporte. 
A temperaturas elevadas la energía cinética de los monómeros de tensioactivo y 
la entropía del sistema tensioactivo-sólido soporte son elevadas, lo que 
repercute negativamente en la organización de los agregados en la superficie 
del adsorbente [12]. 
 
2.2. Adsolubilización 
 
Los adsorbentes supramoleculares retienen compuestos orgánicos 
mediante un proceso denominado adsolubilización que consiste en la 
incorporación de dichos compuestos en los agregados de tensioactivo formados 
sobre el sólido soporte. La adsolubilización se puede producir mediante 
diferentes mecanismos de interacción tensioactivo-soluto que varían en función 
del tipo de adsorbente supramolecular usado (hemimicelas, 
hemimicelas/admicelas o admicelas) y de la estructura molecular del 
tensioactivo utilizado para formar el adsorbente y la del propio soluto. 
 
La adsolubilización de compuestos orgánicos en hemimicelas se produce 
exclusivamente mediante interacciones de dispersión con las cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo. Sin embargo, cuando se usan 
mezclas de hemimicelas y admicelas o admicelas como adsorbente 
supramolecular, el número de interacciones de diferente naturaleza que se 
pueden producir se amplía de forma considerable. Además de interacciones de 
dispersión, se pueden producir interacciones iónicas con las moléculas de 
tensioactivo cuyos grupos cabeza cargados se encuentran orientados hacia la 
disolución, formación de puentes de hidrógeno cuando se utilizan tensioactivos 
con grupos aceptores o donadores de protones e interacciones π-catión usando 
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tensioactivos catiónicos para retener analitos con anillos aromáticos en su 
estructura molecular. 
 
La capacidad de adsolubilización de los adsorbentes supramoleculares 
viene determinada, además de por el tipo de agregados usados y la estructura 
molecular de las moléculas de tensioactivo que constituyen dichos agregados, 
por el número de centros de adsolubilización disponibles en el adsorbente. Este 
número aumenta a medida que aumenta la carga de tensioactivo sobre el sólido 
soporte y por lo tanto, la eficacia de la extracción aumentará a medida que lo 
haga la cantidad de tensioactivo adsorbido. 
 
2.3. Procedimientos de extracción  
 
El formato de SPE más usado es el material empaquetado en cilindros de 
jeringa. El procedimiento seguido para realizar la extracción usando este 
formato se esquematiza en la Figura 3. El sólido soporte se empaqueta en un 
cilindro de jeringa y se procede a formar el agregado supramolecular sobre las 
partículas de sólido haciendo pasar a su través una disolución del tensioactivo al 
pH al que se llevará a cabo la extracción.  A continuación, se realiza la 
aplicación de la muestra con el pH ajustado al valor adecuado para asegurar la 
estabilidad del adsorbente supramolecular, quedando los analitos retenidos 
mediante su adsolubilización en los agregados de tensioactivo. En el caso de 
realizar la extracción en una región de la isoterma de adsorción en la que la 
concentración de tensioactivo en la disolución en equilibrio con el adsorbente 
supramolecular sea apreciable (regiones hemimicelar/ admicelar y admicelar), 
se adiciona dicha concentración de tensioactivo a la muestra con el fin de evitar 
que se produzca una disminución de la carga de tensioactivo sobre el sólido 
soporte durante la aplicación de la misma. 
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Figura 3. Procedimiento operacional para la extracción de analitos en muestras 
acuosas con el uso de adsorbentes supramoleculares en el formato de 
material empaquetado en cilindro de jeringas. 
 
Finalmente, se lleva a cabo la elución de los analitos usando un pequeño 
volumen de disolvente orgánico o disolución acuosa a un valor de pH al que se 
produce la neutralización de la superficie del sólido adsorbente y por lo tanto, la 
disrupción de los agregados de tensioactivo. 
 
 Cuando se utilizan sólidos soportes magnéticos para formar el 
adsorbente supramolecular la extracción se realiza formando el adsorbente en 
la propia muestra adicionando a la misma el sólido soporte y el tensioactivo. La 
mezcla se agita para facilitar la adsolubilización de los analitos en los agregados 
de tensioactivo formados sobre las partículas magnéticas y una vez realizada la 
extracción, el adsorbente con los analitos retenidos se inmoviliza en la parte 
inferior del vaso de extracción usando un imán y el sobrenadante se retira. Por 
último, los analitos se solubilizan en un pequeño volumen de disolvente o 
disolución adicionada al adsorbente supramolecular. 
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2.4. Análisis de los extractos 
 
La determinación de los analitos en los extractos obtenidos usando 
adsorbentes supramoleculares se ha llevado a cabo fundamentalmente 
mediante cromatografía líquida con detección fotométrica, fluorimétrica o 
mediante espectrometría de masas. Para evitar la interferencia del tensioactivo 
presente en el eluido se usan tensioactivos sin grupos cromóforos y/o con 
tiempos de retención bajos (ej. DSS o BrCTA) que aparecen separados de los 
analitos en el cromatograma.  
Los eluidos no son compatibles, sin embargo, con cromatografía de 
gases, ya que los tensioactivos usados no son volátiles. Se ha propuesto la 
reextracción de los analitos en disolventes apolares para compatibilizar la 
extracción con adsorbentes supramoleculares con cromatografía de gases [13]. 
 
2.5. Aplicaciones en extracciones analíticas 
 
Los adsorbentes supramoleculares tienen la capacidad de adsolubilizar 
analitos mediante diferentes mecanismos de interacción y proporcionan 
elevados factores de preconcentración, lo que los convierte en una excelente 
herramienta para la extracción de compuestos orgánicos de muy diferente 
naturaleza a baja concentración en muestras acuosas medioambientales. El 
adsorbente supramolecular más utilizado para la extracción de compuestos 
orgánicos en este tipo de muestras ha sido el constituido por hemimicelas de 
DSS formadas sobre alúmina a pH ácido. Este adsorbente se ha utilizado para la 
extracción de clorofenoles [14, 15], alquilfenoles y alquilfenoles carboxilados 
[16], ftalatos [14, 17], hidrocarburos policíclicos aromáticos (PAHs) [18] y 
estrógenos [19] en diferentes matrices (agua residual, de río, subterránea, 
etc.). También se ha propuesto el uso de hemimicelas de distintos tensioactivos 
catiónicos (bromuro de cetilpiridinio, cetiltrimetilamonio y 
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octodeciltrimetilamonio) formadas sobre sílice para la extracción de PAHs en 
agua potable y de río [20]. La adsolubilización de los analitos se produce en 
todos los casos mediante interacciones de dispersión entre el analito y los 
agregados hemimicelares, independientemente de la naturaleza del tensoactivo 
que forma los agregados. 
 
Las hemimicelas de tensioactivos aniónicos y catiónicos también se han 
utilizado para extraer tensioactivos y otros compuestos anfifílicos mediante la 
formación de agregados mixtos analito-tensioactivo. Así se ha propuesto la 
extracción en hemimicelas de DSS-alúmina de tensioactivos catiónicos de 
benzalconio [21], tensioactivos no iónicos aquiletoxilados y alquilfenol-
etoxilados [22] e ibuprofeno y naproxeno [23] y la extracción en hemimicelas 
de cloruro de cetilpiridinio (CPC)-sílice de tensioactivos aniónicos de 
alquilbenceno sulfonato [24]. 
 
Las aplicaciones de los adsorbentes admicelares han sido más escasas. 
Entre ellas cabe destacar la extracción de herbicidas de amonio cuaternario 
“quats” usando admicelas de DSS-alúmina en la que la adsolubilización de los 
analitos se produce mediante interacciones de dispersión y electrostáticas [25]. 
 
Finalmente, también se han propuesto diferentes aplicaciones con el uso 
de adsorbentes supramoleculares magnéticos. Entre ellas cabe destacar la 
extracción de compuestos fenólicos en adsorbentes de BrCTA-magnetita [6, 26] 
y CPC-magnetita [27], de residuos de fármacos en DSS-magnetita/óxido de 
aluminio [7], plaguicidas organoclorados en BrCTA-magnetita/óxido de titanio 
[8], compuestos perfluorados y alquilfenoles en BrCTA-láminas de grafito 
magnético y tensioactivos catiónicos de alquiltrimetilamonio en DSS-láminas de 
grafito magnético [9].   
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Abstract 
 
 Supramolecular sorbents (hemimicelles/admicelles) are proposed for the 
extraction/preconcentration of bisphenols from aqueous environmental samples 
prior to their liquid chromatography/fluorimetric determination. A comparative 
study on the use of cetyltrimethylammonium bromide (CTABr) coated-silica and 
sodium dodecyl sulphate (SDS) coated--alumina as sorbent materials, is 
presented. Bisphenol A (BPA) and bisphenol F (BPF) were quantitatively 
retained on CTABr admicelles. Addition of tetrabutylammonium chloride (TBAC) 
to water samples was required to completely retain bisphenols on SDS--
alumina. Retention on both sorbents occurred through hydrophobic and pi-
cation interactions between the quaternary ammonium head group of the 
cationic amphiphile (CTABr or TBAC) and the aromatic rings of the target 
analytes. TBAC-SDS--alumina was the sorbent selected for the SPE of 
bisphenols on the basis of the lower elution volume required (1 mL of methanol) 
and the greater breakthrough volume allowed (400 mL), which permitted to 
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reach practical detection limits of 10 and 15 ng L-1 for BPF and BPA, 
respectively. The proposed method was used to quantify bisphenol A and 
bisphenol B in wastewater samples from four sewage treatment plants. 
Recoveries obtained ranged between about 99 and 105 % for raw wastewater 
and between 96 and 106% for treated wastewater. 
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1. Introduction 
 Supramolecular assemblies (hemimicelles/admicelles) have recently 
emerged as an efficient sorbent material for the extraction and preconcentration 
of inorganic [1-5] and organic [6-11] substances. They are formed from 
adsorption of surfactants on the surface of metal oxides such as alumina, silica, 
titanium dioxide and ferric oxyhydroxides. Attractive electrostatic interactions 
between the head group of ionic surfactants and oppositely charged groups on 
the oxide result in the formation of monolayers of adsorbed surfactant termed 
hemimicelles. After saturation of the oxide surface, hydrophobic interactions 
between hydrocarbon chains of surfactant molecules result in the formation of 
admicelles. These aggregates have been traditionally described as surfactant 
bilayers, although recent studies have brought forward evidences of the 
formation of discrete surface aggregates, similar to aqueous micelles [12]. 
 
 Adsorbing characteristics of supramolecular sorbents can be easily modified 
on the basis of both the nature of surfactant (hydrophobicity of its non-polar 
moiety and charge of its polar groups) and the type of assembly formed: 
hemimicelles, whose outer surface is hydrophobic in nature or admicelles, able 
to provide both hydrophobic and electrostatic interactions with analytes. The 
unique features of surfactant-coated mineral oxides make them especially 
suitable for the extraction of amphiphilic substances based on the formation of 
mixed aggregates [6, 7]. Excellent results have been also obtained for the 
extraction of polar ionic organic compounds by using admicelles of surfactants 
bearing opposite charge to that of the target analytes [8]. 
 
 In this paper, a comparative study on the capability of cationic and anionic 
hemimicelles/admicelles for the extraction and preconcentration of bisphenols 
[bisphenol A (BPA) and bisphenol F (BPF)], from environmental aqueous 
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samples is presented. Bisphenols are synthesized in high quantities to be used 
in the manufacture of thermoset plastics which have numerous applications 
(lacquer coatings in food-stuffs cans, structural steel coating, floor varnishes, 
etc. [13, 14]). The release of these toxic and estrogenic phenolic compounds 
into the environment occurs through wastewater from manufacturing processes 
and by leaching from final products. Effluent from cities and industrial 
wastewater treatment plants frequently contain bisphenols, because of the 
incomplete removal of these contaminants during treatment. 
 
 The low concentrations at which bisphenols are present in aqueous 
environmental samples and the complex and potential different composition of 
these samples make necessary the use of preconcentration and clean up steps 
prior to their chromatographic analysis. GC/MS is the technique most commonly 
used to determine bisphenols at the ng L-1 level in water samples [15-18], its 
main drawback being the complex and time-consuming sample treatments 
required, which comprise at least three steps: extraction of the target analytes, 
evaporation of the extract to dryness and derivatization. A number of methods 
based on liquid chromatographic separation and mass spectrometric [19, 20], 
fluorimetric [21] and electrochemical [21, 22] detection, using simpler and 
faster sample treatments, have been recently reported.  
 
 Solid phase extraction is the technique commonly used for bisphenols 
extraction from environmental aqueous samples prior to LC analysis because of 
its advantages over liquid-liquid extraction: high preconcentration factors, low 
consumption of organic solvents, elimination of emulsions and easy 
automatization. C18-silica is the most widely used sorbent material, but it 
provides relatively low recoveries (about 80% for bisphenol A at the ng L-1 level 
from 500 mL of water [19]), and, requires evaporation of eluates to reach the 
preconcentration factors demanded in environmental analysis (which greatly 
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increases analysis time). Other sorbents such as polystyrene-divinyl benzene 
polymers present similar drawbacks [22]. Quantitative recovery of bisphenol A 
has been reported by using molecularly imprinted polymers (MIPs) [20, 23] and 
multiwalled carbon nanotubes (MWNTs) [21], their main disadvantages being 
the no commercial availability of MIPs and the high cost of MWNTs. 
 
 The aim of this work was to develop a simple and rapid sample treatment 
approach based on the use of supramolecular sorbent materials that permits the 
quantitative extraction of bisphenols at the low concentration levels present in 
environmental water samples. With this purpose, hemimicelles and admicelles 
formed by adsorption of SDS on -alumina and cetyltrimethylammonium 
bromide (CTABr) on silica were tested. Experimental variables affecting 
recoveries and preconcentration factors achieved for bisphenols were studied, 
analytical features of the SPE-LC/fluorimetric method were established and the 
proposed approach based on the use of tetrabutylammonium (TBAC)-coated 
SDS hemimicelles was applied to the determination of the target analytes in 
sewage samples. 
 
2. Experimental 
2.1. Chemicals and materials 
 Commercially available highest-grade chemicals were employed without 
further purification. Alumina (-form, for column chromatography) and silica 
(DavisilTM, grade 646) were purchased from Sigma (St Louis, MO, USA) and 
Aldrich (Steinheim, Germany), respectively. The physical properties of these 
mineral oxides were as follows: Aluminasurface area, 155 m2/g; point of zero 
charge (pzc), 8.5; particle diameter range, 50-200 μm; mean pore size, 58 Å. 
Silicasurface area, 300 m2/g; point of zero charge; pzc, 2.9; mean  pore size, 
150 Å; particle diameter range, 250-500 μm. Bond Elut Jr. cartridge columns 
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with 500 mg alumina were obtained from Varian (Victoria, Australia) and 
cartridge columns with 500 mg silica were obtained from Analisis Vinicos 
(Tomelloso, Spain). The surfactants sodium dodecyl sulphate (SDS) and 
cetyltrimethylammonium bromide (CTABr) were supplied by Aldrich. A 0.5 M 
aqueous solution of tetrabutylammonium chloride (TBAC, Fluka, Buchs, 
Switzerland) was prepared by dissolving 16.22 g of the reagent in 50 mL of 
distilled water. Bisphenol A [BPA; 2,2’-bis(4-hydroxyphenyl)propane] and 
bisphenol F [BPF; bis(4-hydroxyphenyl)methane] were obtained from Fluka. A 
stock solution containing a 2 g L-1 concentration of each bisphenol was prepared 
in acetonitrile and stored under dark conditions at 4°C. This stock solution was 
stable for at least 1 month. Working solutions containing a 10 mg L-1 
concentration of each bisphenol were prepared weekly by appropriate dilution 
with acetonitrile. HPLC-grade acetonitrile and methanol were supplied by 
Panreac (Sevilla, Spain). 
 
2.2. Sample collection and preservation 
 Water samples were collected from four different sewage treatment plants 
(STPs), all of them in the region of Andalusia (south of Spain), located at 
Linares, Lucena, Puente Genil and Arahal. Linares STP receives the same level 
of both domestic and industrial wastewaters (mainly from the car and 
engineering industries), Lucena and Puente Genil STPs receive mainly industrial 
effluents (from the furniture and bronze factories and from the food industry, 
respectively) and Arahal STP receives mainly domestic sewage. Raw sewage 
and final effluent samples from the four STPs investigated were taken in June 
2004. After their collection in brown glass bottles, samples were adjusted to pH 
2 by the addition of concentrated hydrochloric acid, filtered through 0.45-µm 
HNWP nylon membranes (Millipore, Bredford, MA, USA) in order to remove 
suspended soils, and stored under dark conditions at 4°C. 
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2.3. Recommended procedure for the determination of 
bisphenols in sewage 
 
2.3.1. SDS hemimicelle-based extraction 
 Extractions were performed using a Supelco Visiprep (Bellefonte, PE, USA) 
vacuum manifold attached to a Rikakikai Eyela A35 (Tokyo, Japan) vacuum 
pump. The Bond Elut Jr. cartridge columns were conditioned with 5 mL of   
Milli-Q water. Then, hemimicelles were formed on the alumina by passing a   
25-mL 0.01 M hydrochloric acid solution containing 42.5 mg of SDS. Afterwards, 
400 mL of sewage (influent or effluent) sample containing bisphenols and 5 mM 
TBAC were passed through the hemimicelle extraction column at a rate of less 
than 10 mL min-1 by adjusting the vacuum to ca. 70 KPa. Finally, after drying 
the column under vacuum, bisphenols were eluted with 1 mL methanol at a rate 
of less than 1.5 mL min-1 by adjusting the vacuum to ca. 4 KPa. An aliquot    
(20 µL) of the eluate was injected into the liquid chromatographic system. 
 
2.3.2. Liquid chromatographic analysis 
 
 The liquid chromatographic system used consisted of a TermoQuest Spectra 
System (San José, CA, USA) furnished with a P4000 quaternary pump, a SCM 
100 vacuum membrane degasser and a FL3000 fluorescence detector. The 
stationary-phase column was a 15-cm Waters Nova-Pack C18 column (Milford, 
MA, USA) with 3.9-mm internal diameter and 4-µ particle diameter. In all 
experiments a Rheodyne 7725 injection valve (Rohnert Park, CA, USA) furnished 
with a 20-µL sample loop was used. Bisphenols were separated by using a 
mobile phase consisting of 70:30 (v/v) water-acetonitrile (flow rate = 0.8 mL 
min-1). Fluorimetric detection of analytes was performed at 278-306 excitation-
emission wavelengths (in nanometers). 
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3. Results and discussion 
3.1. Hemimicelle/admicelle extraction 
 A comparative study on the ability of CTABr-coated silica and SDS coated--
alumina to extract bisphenols (BPA and BPF) from environmental aqueous 
samples was performed. With this purpose, different variables affecting 
adsolubilization of bisphenols (amount of surfactant and short chain quaternary 
ammonium salts, sample loading volume and flow rate) and their desorption 
from adsorbent materials (volume of organic solvent and eluent flow rate) were 
investigated.  
 
3.1.1. Factors affecting adsolubilization of bisphenols 
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Fig. 1. Experimental adsorption isotherms for (A) CTABr on silica at pH 6 and (B) SDS 
on alumina at pH 2 
 
 The knowledge of the adsorption isotherms of the surfactants used as 
sorbents (i.e. SDS or CTABr), under the experimental conditions investigated, is 
essential to understand the mechanisms of adsolubilization of analytes and to 
correctly optimize the parameters affecting the SPE sequence. Figure 1 shows 
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the experimental isotherms obtained for the adsorption of CTABr on silica at pH 
6 (Fig. 1A) and SDS on -alumina at pH 2 (Fig. 1B). 
 
 Two factors determine the surfactant load on the oxide surface, namely, the 
charge density of the mineral oxide, which is a function of the amount and 
surface area of the oxide and pH, and the amount added of surfactant. In order 
to maximize the surfactant load on the oxide and, in consequence, the 
adsolubilization capability of supramolecular sorbents, the pH value for the 
formation of surfactant aggregates should be selected to ensure maxima charge 
density on the mineral oxide surface. Thus, taking into account that the point of 
zero charge (pzc) is 2.9 for silica and 8.5 for -alumina, basic and acid pHs 
should be selected, respectively, for the adsorption of CTABr on silica and SDS 
on alumina. However, because method development was intended to determine 
bisphenols in wastewater and undesirable precipitations can occurs at basic 
pHs, an acid pH value (about 6) was selected for the adsorption of CTABr on 
silica. This explains the difference in the maximum surfactant load obtained for 
CTABr and SDS (compare Figures 1A and 1B).  
 
 Both isotherms show the three regions suitable for SPE methods 
(hemimicelles, mixed hemimicelles/admicelles and admicelles). In these regions, 
the surfactant aggregates are in equilibrium with surfactant aqueous monomers. 
Above the critical micellar concentrations (cmc) of CTABr and SDS, aqueous 
micelles of these surfactants are in equilibrium with admicelles, which causes 
partition of analytes between both types of surfactant aggregates and makes 
this isotherm span unsuitable for SPE. 
 
 The effect of the amount of surfactant on the adsolubilization of bisphenols 
was studied in the batch mode by adding 50 µL of an aqueous solution 
containing 3 g L-1 of each bisphenol to a 25 mL-aqueous solutions of surfactant 
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(CTABr, pH 6.0 or SDS, pH 2.0) containing 0.5 g of silica or -alumina, 
respectively. The surfactant amount was varied in the intervals 0-55 mg 
CTABr/g silica and 0-290 mg SDS/g alumina to give adsorbed surfactant 
concentrations comprised in the hemimicellar, hemimicellar/admicellar, and 
admicellar regions. The aqueous suspension was vigorously stirred for 5 min, 
and then centrifuged at 4000 rpm for 5 min, and the concentrations of 
bisphenols were determined in the supernatants by LC/Fluorimetry, as specified 
in the Experimental Section. At the bisphenol concentrations used in this 
experiment (6 mg l-1), percentages of adsolubilization up to 99.8% could be 
determined by direct measurement of the remaining analyte in the 
supernatants. 
 
 The retention capability of supramolecular sorbents (hemimicelles and 
admicelles) for bisphenols highly depended on the nature of the surfactant used 
to form the surface aggregates (Fig. 2). Both analytes were hardly retained on 
hemimicelles of CTABr; their retention increased with the formation of 
admicelles and total adsolubilization occurred at the maxima surfactant 
coverage density (Fig. 2A). On the contrary, adsorption percentages of about 85 
% BPA and 57 % BPF were obtained for SDS hemimicelles and these 
percentages were hardly modified in the presence of admicelles (Fig. 2B). The 
differences in the adsolubilization capability of SDS and CTABr in the 
hemimicellar region, where retention of analytes is mainly governed by 
hydrophobic interactions, could be explained on the basis of the differences in 
the amount of cationic and anionic surfactant adsorbed on the oxide mineral 
surface (compare Figures 1A and 1B). In the admicellar region, pi-cation 
interactions between the quaternary ammonium head group of the cationic 
surfactant and the aromatic rings of analytes, in addition to hydrophobic 
interactions, were responsible for the quantitative retention of bisphenols on 
CTABr.  
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Fig. 2. Influence of the amount of (A) CTABr and (B) SDS on the adsolubilization of 
bisphenols: () BPA and () BPF. Operation in the batch mode. Amount of metal 
oxide: 0.5 g of (A) silica and (B) alumina. pH: (A) 6 and (B) 2.  
 
 Phenolic compounds have been previously reported to associate with 
quaternary ammonium salts via a pi-cation interaction [24, 25]. These pi-cation 
interactions were decisive to reach quantitative recoveries of bisphenols, as it 
can be derived from the fact that analytes adsolubilization on SDS was scarcely 
modified when admicelles were formed on the oxide surface. For both, SDS and 
CTABr, adsolubilization of bisphenols decreased at surfactant concentrations 
above the cmc due to the formation of aqueous micelles where analytes were 
solubilized. 
 
 In order to get the benefits of working at high surfactant load (e.g. higher 
breakthrough volumes), we tested the possibility of obtaining pi-cation 
interactions on SDS hemimicelles. For this purpose, the effect of adding 
tetrabutylammonium chloride (TBAC) on the retention of bisphenols was 
investigated. The experiment was carried out in two steps. First SDS 
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hemimicelles were yield on alumina (0.5 g) by passing 25 mL 0.01 M 
hydrochloric acid solution containing 42.5 mg of SDS. Afterwards, a 25 mL 
solution containing the bisphenols and different TBAC concentrations at pH 2 
were percolated through the SDS hemimicelles. Figure 3 shows the results 
obtained. As it was expected, TBAC molecules were retained on SDS 
hemimicelles through hydrophobic interactions, which resulted in the change of 
the nature of the outer surface of the supramolecular sorbent from hydrophobic 
to cationic. The percentage of bisphenols retained on hemimicelles of SDS 
greatly increased with the concentration of ammonium salt. The amount of 
TBAC required to achieve quantitative retention of the most polar bisphenol 
(BPF) was that necessary for saturation of SDS hemimicelles, assuming that 
each TBAC molecule interacted with two SDS molecules. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 3. Effect of the concentration of TBAC on the adsolubilización of bisphenols on 
hemimicelles of SDS at pH 2: () BPA and () BPF. Operation in the SPE mode. Amount 
of alumina: 0.5 g. Amount of SDS: 85 mg/g. Sample loading volume: 25 mL. [BPF] = 
[BPA] = 1 mg L-1 
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 The breakthrough volume for each bisphenol on both sorbents (CTABr 
admicelles and TBAC-coated SDS hemimicelles) was studied by passing 
increasing volumes (25-500 mL) of aqueous solutions containing 25 µg of each 
bisphenol at pH 6 or 2, respectively, through cartridges filled with the 
supramolecular sorbent, and then, determining the amount of BPA and BPF 
eluted with methanol. Breakthrough was considered to occur when the amount 
eluted decreased about 5%. Quantitative recovery of BPA was achieved in the 
interval studied using TBAC-coated SDS hemimicelles, while a breakthrough 
volume of 400 mL was obtained for the most polar bisphenol (i.e. BPF). The 
breakthrough volume was reduced to 400 mL and 200 mL for BPA and BPF, 
respectively, when CTABr-coated silica was used, probably due to the lower 
amount of cationic surfactant adsorbed on silica compared to that of SDS on 
alumina (compare isotherms A and B in Fig. 1). Experiments were performed at 
the sample flow rates obtained (2 and 10 mL min-1 for CTABr admicelles and 
TBAC coated SDS hemimicelles, respectively) by adjusting the vacuum to the 
maximum value recommended by the vacuum system supplier (c.a. 70 KPa.). 
No increased breakthrough volumes were obtained by reducing the sample flow 
rates to 1 and 5 mL min-1 for CTABr and TBAC-SDS coated mineral oxides, 
respectively. 
 
3.1.2. Factors affecting desorption of bisphenols 
 
 Organic solvents are known to cause disruption of hemimicelles/admicelles 
and, therefore, to permit desorption of organic compounds from supramolecular 
sorbents [6-8]. Elution of bisphenols from CTABr admicelles and TBAC-coated 
SDS hemimicelles was studied using different volumes (1-4 mL) of methanol, 
acetonitrile and tetrahydrofuran. All elution experiments were performed after 
passing 25 mL of aqueous sample containing 5 µg L-1 of each bisphenol at pH 6 
or 2 through the supramolecular column (CTABr-silica or TBAC-SDS--alumina, 
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respectively).  Quantitative recovery of bisphenols from CTABr admicelles and 
TBAC-coated SDS hemimicelles was obtained by using 2 and 1 mL of methanol, 
respectively. Higher solvent volumes were required to completely elute 
bisphenols using acetonitrile or tetrahydrofuran. 
 
 The eluent flow rate was a determining factor to reach complete desorption 
of bisphenols, its effect being more pronounced when analytes were retained on 
CTABr admicelles. Thus, the elution rate should not be superior to 0.2 and 2.0 
mL/min for CTABr-silica and TBAC-SDS-alumina, respectively, in order to get 
quantitative recoveries. 
 
3.2. Analytical features 
 
 Linear calibrations were obtained in the interval 0.240 ng for BPF and 
0.340 ng for BPA (correlation coefficient = 0.9997 and 0.9993, respectively). 
The sensitivities, expressed as the slope of the calibration curves, were 392±5 
ng-1 for BPF and 365±3 ng-1 for BPA. The instrumental detection limits were 
calculated from blank determinations by using a signal-to-noise ratio of 3 (the 
ratio between the peak areas for each bisphenol and peak area of noise). They 
were estimated to be about 0.08 ng for BPF and 0.12 ng for BPA. From these 
values and considering the maximum preconcentration factor achieved for each 
of the supramolecular sorbent tested, the detection limits that could be 
achieved for bisphenols in environmental water samples are shown in Table 1. 
The practical detection limits [26] were estimated from six independent 
complete analyses of a typical matrix low-level material. The matrix of sewage 
samples was found not to have any effect on the detection limits achieved for 
the determination of bisphenols, because of the high selectivity of both the 
supramolecular solid phase extraction and fluorimetric detection. Because of the 
higher sample loading volume permitted and the lower volume of eluent 
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required to quantitative recovery of bisphenols, TBAC-coated SDS hemimicelles 
provided the lowest detection limits and it is the recommended sorbent.  
 
Table 1. Preconcentration factors and limits of detection (LOD) of bisphenols in 
environmental water samples achieved using the two supramolecular sorbents tested 
Supramolecular 
sorbent 
aSample 
volume (mL) 
Elution 
volume 
(mL) 
Preconcentration 
Factor 
LOD (ng L-1) 
BPF BPA 
TBAC-SDS-
alumina 
400 1 400 10 15 
CTABr-silica 200 2 100 40 60 
aBreakthrough volume 
 
3.3. Analysis of sewage samples 
 
 Influent and effluent samples from four different sewage treatment plants 
(STPs) were analysed using TBAC-SDS hemimicelles extraction/LC-fluorimetry 
(experimental conditions are given under the 2.3 Section). Figure 4 shows the 
chromatograms obtained from a standard solution (Panel A) and sewage 
samples taken from the Linares STP (Panels B and C). The concentrations 
obtained for BPF and BPA, expressed as the mean value of three independent 
determinations and their corresponding standard deviations, are listed in Table 
2. Because of the higher use of BPA compared with BPF, the concentration of 
the former in sewage samples was higher. Although biodegradation treatment 
process used in all the STPs tested were found to reduce the amount of 
bisphenols in treated wastewaters, they were unable to effectively remove 
these compounds from sewage (a total concentration of bisphenols up to about 
0.5 µg L-1 were found in effluent samples). 
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 The accuracy of the proposed method was evaluated from recoveries 
studies performed by spiking influent and effluent samples with 1.0 and 0.2    
µg L-1 of each bisphenol, respectively. Results obtained are shown in Table 2. 
Recoveries ranged between 96 and 106 for BPF and between 98 and 105 for 
BPA, respectively, which demonstrated the validity of the proposed method to 
analyze sewage samples. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 4. Chromatograms obtained from (A) a standard solution containing 0.4 mg L-1 
BPA and 0.4 mg L-1 BPF and from (B) a influent and (C) a effluent sample obtained 
from the Linares sewage treatment plant in Córdoba, Spain. 
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Table 2. Recovery of bisphenols from influent and effluent water samples from four 
sewage-treatment plants 
Sample Concentration (g L-1)   
Added  Foundasb   Recovery (%) 
BPF BPA  BPF BPA  BPF BPA 
Linares Influent 0 0  0.25 ± 0.02 1.62 ± 0.04    
1.0 1.0  1.27 ± 0.06 2.8 ± 0.2  102 ± 4 105 ± 6 
         
Linares Effluent 0 0  0.16 ± 0.01 0.30 ± 0.02    
0.2 0.2  0.37 ± 0.02 0.49 ± 0.02  102± 6 98 ±4 
         
Lucena Influent 0 0  <LODc 0.36 ± 0.04    
1.0 1.0  1.03 ± 0.05 1.37 ± 0.03  103 ± 5 101 ± 2 
         
Lucena Effluent 0 0  <LODc 0.28 ± 0.01    
0.2 0.2  0.212 ± 0.007 0.476 ± 0.008  106 ± 6 100 ± 2 
         
Puente Genil 
Influent 
0 0  <LODc <LODc    
1.0 1.0  1.00 ± 0.05 0.94 ± 0.09  99 ± 2 100 ± 1 
         
Puente Genil 
Effluent 
0 0  <LODc <LODc    
0.2 0.2  0.197 ± 0.004  0.203 ± 0.008  98 ± 2 102 ± 4 
         
Arahal Influent 0 0  0.060 ± 0.004 1.146 ± 0.005    
1.0 1.0  1.085 ± 0.03 2.16 ± 0.03  102 ± 3 101 ± 1 
         
Arahal Effluent 0 0  0.047 ± 0.001 0.11 ± 0.02    
0.2 0.2  0.24 ± 0.01 0.309 ± 0.003  96 ± 6 99 ± 1 
aMean of two independent determinations;  
bStandard deviation; 
cLower than the detection limit; Sample volume = 400 mL 
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4. Conclusions 
 
  Supramolecular assemblies (hemimicelles/admicelles) have been 
demonstrated to be an advantageous alternative to the sorbent materials 
proposed up to date for the extraction/preconcentration of bisphenols from 
environmental aqueous samples. They permit the quantitative extraction of 
these organic contaminants at the low ng L-1 level, reaching preconcentration 
factors of 400 without the need of reducing the volume of eluate by 
evaporation, which is usually proposed when other solvents (e.g. C18-silica, 
polystyrene-divinyl benzene polymers, etc.) are used due to the volume of 
eluent required (typically 6-10 mL). The low volume of eluent necessary when 
hemimicelles/admicelles are used results in shorter analysis times, beside of 
avoiding analytes losses during organic solvent evaporation. 
 
 This research greatly extends the scope of application of 
hemimicelles/admicelles based SPE. The use of ammonium surfactant-based 
supramolecular sorbents, able to provide pi-cation interactions with analytes 
bearing aromatic structures, has proven to give high extraction yields. So, these 
sorbents are expected to find wide application in environmental analysis where 
most pollutants are aromatic.  
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Abstract 
 
Sodium dodecyl sulphate (SDS)-coated alumina was used for the 
extraction/preconcentration of benzimidazolic pesticides (BFs) [carbendazim (CB), 
thiabendazole (TB) and fuberidazole (FB)] from river and underground water. SDS 
admicelles were required to get quantitative retention of BFs. Adsolubilization of 
analytes occurred through hydrophobic and electrostatic interactions. Methanol (1 
mL) provided quantitative elution of the target analytes for all the samples 
analyzed. The high breakthrough volumes obtained (400 mL for CB and 1 L for TB 
and FB) and the low eluent volume used resulted in very high preconcentration 
factors (between 400 and 1000). Calcium was found to decrease BFs retention 
due to the disruption of SDS admicelles; however, this interference was easily 
removed by precipitation with SDS prior to BFs adsolubilization. The accuracy of 
the proposed method was assessed by studying recoveries of BFs in natural 
waters at two spiking concentration levels (80, 40 and 4 ng L1, and 400, 200 and 
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20 ng L1 for CB, TB and FB, respectively); mean recoveries in the intervals 96-
105% and 98-108% were obtained for river and underground water samples, 
respectively.  
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1.   Introduction 
 
 Contamination of natural waters by pesticides is one of the main 
environmental problems around the world because of the common use, 
persistence, bioaccumulation and toxicity of these pollutants. As a result of the 
growing interest for environmental preservation, pesticides used nowadays are 
less persistent and more polar than those employed years ago. National and 
international regulations are more and more restrictive with regard to the 
maximum admissible concentrations of pesticides in water; tolerance limits are 
around 100 ng L1 in drinking water [1]. Therefore, the detection and 
quantification of polar pesticides at very low concentration levels in the aquatic 
environment is an analytical challenge. 
 
 To reach the low limits of detection needs (around 50 ng L1 [2]), 
preconcentration and clean-up of environmental samples prior to chromatography 
analysis are usually required independently of the detection technique used. 
Liquid-liquid extraction is the classical approach for pesticide extraction from water 
samples [3]; however, because of its disadvantages, it has been widely replaced 
by solid phase extraction (SPE). The most classical sorbent material, C18-bonded 
silica, is limited for the extraction/preconcentration of polar pesticides because of 
the early breakthrough of water-soluble analytes [4-6]. Although polymeric 
materials (e.g. styrene-divinylbenzene) provide higher retention of polar analytes 
[7,8], the reduction of the volume of organic extract by evaporation is generally 
required to reach high preconcentration factors, which is time-consuming and 
results in losses for some analytes (e.g. carbendazim [8]). Finally, carbon-based 
sorbents have a great capacity for the preconcentration of highly polar pesticides 
[9-11], but very high standard deviations [3] and some effect of irreversible 
adsorption [9, 10] have been described. 
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 Recent studies on the use of surfactant-coated mineral oxides columns for SPE 
have demonstrated these new sorbent materials to be a promising tool for the 
extraction/preconcentration of organic compounds in a wide polarity range [12-
19]. Adsorption of ionic surfactants on mineral oxides is a cooperative process; 
firstly, a monolayer of surfactant (i.e. hemimicelles) is formed with the surfactant 
head-group facing towards the oxide surface and its hydrocarbon tail-groups 
protrude into solution, interacting laterally between them. After that, surfactant 
adsorption occurs through hydrophobic interactions between hydrocarbon tail-
groups, which results in the formation of discrete surface aggregates termed 
admicelles. Because of the amphiphilic character of surfactants, admicelles are 
aggregates in which there are regions of different polarity, acidity, etc.  
 
Table 1. Structures of the benzimidazolic fungicides tested 
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This feature makes these aggregates extremely versatile extractants 
because of the number of interactions they can establish with analytes. Attractive 
electrostatic interactions between surfactant and analyte ionic groups bearing 
opposite charges [17], and pi-cation interactions between aromatic neutral organic 
compounds and adsorbed cationic surfactants [18] have been previously 
demonstrated to be highly contributive to the quantitative retention of polar 
organic substances on supramolecular sorbents. 
 
 The present research was intended to assess the use of supramolecular 
sorbents for the extraction/preconcentration of polar basic pesticides, which are 
widely used to protect several crops, and to evaluate their applicability for the 
analysis of natural waters. The basic pesticides selected to perform these studies 
were benzimidazolic fungicides (BFs) [carbendazim (CB), thiabendazole (TB) and 
fuberidazole (FB); molecular structures shown in Table 1], for two reasons: they 
are used in large amounts in western European countries [20] for pre- and post-
harvest protection of crops against fungal diseases and there are few reports 
treating with the determination of these analytes in natural waters [21-23]. 
Hemimicelles and admicelles of the anionic surfactant sodium dodecyl sulphate 
(SDS), formed on the surface of -alumina at pH 2, were the supramolecular 
sorbents tested. Below, the experimental variables affecting both retention and 
elution of analytes from SDS-coated--alumina, the analytical features of the solid-
phase extraction/liquid chromatography/fluorimetric method and the recoveries 
obtained from spiked river and underground water samples are discussed. 
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2.   Experimental 
 
2.1.   Chemicals and materials 
 
 Benzimidazolic fungicides [BFs; carbendazim (CB), thiabendazole (TB) and 
fuberidazole (FB)] of analytical grade (purity >99.5%) were supplied by Riedel-de 
Haën (Seelze, Germany). Stock solutions of each fungicide were prepared in 
methanol at a concentration of 200 mg L1 and stored in dark glass bottles at 4°C. 
These stock solutions were stable for at least 3 months. A working solution 
containing 2.5 mg L1 CB, 0.5 mg L1 TB and 0.05 mg L1 FB was prepared daily by 
mixing appropriate volumes of the concentrated stock solutions of each fungicide 
and adding methanol to the mark. HPLC-grade methanol was purchased from 
Panreac (Sevilla, Spain). The surfactant sodium dodecyl sulphate (SDS) was 
supplied by Aldrich. Alumina (-form, for column chromatography) was purchased 
from Sigma (St Louis, MO, USA). The physical properties of this mineral oxide was 
as follows: surface area, 155 m2/g; point of zero charge (pzc), 8.5; particle 
diameter range, 50-200 μm; mean pore size, 58 Å. Bond Elut Jr. cartridge columns 
filled with 500 mg of alumina were obtained from Varian (Victoria, Australia).  
 
2.2. Sample collection and preservation 
 
 River water samples were taken from three different streams (Guadajoz, 
Guadalquivir and Rabanales) flowing by Córdoba city in the South of Spain. 
Underground waters were collected in three wells located in Montilla, Córdoba and 
Jaén cities. All samples were collected in brown glass containers in April 2005 and 
filtered through 0.45-µm nylon filters (Millipore HNWP, Bedford, MA, USA) in order 
to remove suspended particles. Then, they were adjusted to pH 2 by the addition 
of concentrated hydrochloric acid and stored at 4°C under light protection 
conditions until analysis. 
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2.3. Recommended procedure for the determination of 
benzimidazolic fungicides in natural waters 
 
2.3.1. Hemimicelles/admicelles based SPE 
 
 Calcium was removed from river and underground water samples by adding 
9.0 mL of a 40 g L1 SDS solution to 400 mL of sample. The precipitate formed 
was separated from the aqueous solution by filtration through 0.45-µm nylon 
filters (Millipore HNWP, Bedford, MA, USA). Solid phase extraction of BFs was 
performed using a Supelco Visiprep (Bellefonte, PE, USA) vacuum manifold 
attached to a Rikakikai Eyela A35 (Tokyo, Japan) vacuum pump according to the 
following procedure: Hemimicelles/admicelles were formed on the alumina of 
Bond Elut Jr. cartridges by passing a 25-mL 0.01 M hydrochloric acid solution 
containing 50 mg of SDS. Afterwards, the filtered water sample was passed 
through the cartridge at a rate lesser than 4 mL min1 by adjusting the vacuum to 
ca. 15 KPa. Finally, BFs were eluted with 1 mL of methanol at a rate of less than 2 
mL min1 by adjusting the vacuum to ca. 3 KPa. An aliquot (20 µL) of the eluate 
was injected into the liquid chromatographic system. The whole extraction 
procedure spends about 100 minutes. 
 
2.3.2. Liquid chromatographic analysis 
 
 The liquid chromatographic system used consisted of a ThermoQuest Spectra 
System (San José, CA, USA) furnished with a P4000 quaternary pump, a SCM 100 
vacuum membrane degasser and a FL3000 fluorescence detector. The stationary-
phase column was a 15-cm Waters Nova-Pack C18 column (Milford, MA, USA) with 
3.9-mm internal diameter and 4-µ particle diameter.  In all experiments a 
Rheodyne 7725 injection valve (Rohnert Park, CA, USA) furnished with a 20-µL 
sample loop was used. Benzimidazolic fungicides were separated by using isocratic 
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elution. The mobile phase consisted of 60:40 (v/v) 50 mM phosphate buffer (pH = 
4.0)-methanol (flow rate = 1.0 mL min1). Detection of analytes was performed 
with fluorescence wavelength programming: time = 0, excitation/emission 
wavelengths = 286/320 nm and time = 9 min, excitation-emission wavelengths = 
300/350 nm. These wavelengths were selected on the basis of the excitation and 
emission spectra obtained for each of the target analytes solubilized in the mobile 
phase. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Experimental variables affecting the supramolecular solid 
phase extraction 
 
 Optimization studies to asses both retention and elution of benzimidazolic 
fungicides on SDS-coated--alumina were carried out at pH 2. Acid pH values have 
been previously recommended for adsolubilization of organic compounds on SDS-
coated--alumina [14-19]. The adsolubilization capability of this sorbent greatly 
increases by decreasing the pH as a result of the higher charge density on the 
mineral oxide surface (i.e. the maxima amounts of adsorbed SDS in the 
hemimicellar and admicellar regions at pH 2 were 3.5 and 7-fold greater than that 
at pH 6, respectively [17]).  
 
3.1.1. Amount of SDS 
 
 The concentration and type (hemimicelles, mixed hemimicelles/admicelles or 
admicelles) of surfactant aggregates on mineral oxides mainly depend on the 
surfactant/oxide weight ratio. Their influence on the percentage of BFs 
adsolubilized was investigated in the batch mode by adding 250 µL of a solution 
containing 200 mg L1 CB, 30 mg L1 TB and 1 mg L1 to 25 mL-aqueous     SDS-
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alumina (0.5 g) mixtures at pH 2. Adsorbed SDS amounts comprised in the 
hemimicellar, mixed hemimicellar/admicellar and admicellar regions were obtained 
by varying the concentration of anionic surfactant added between 15 and 250 
mg/g alumina. The anionic surfactant concentration ranges at which each type of 
adsorbed aggregates are formed could be easily inferred from the isotherm 
previously reported [15, 17] for the adsorption of SDS on alumina at pH 2. Thus, 
hemimicelles were formed at SDS concentrations between 15 and 80 mg/g 
alumina, mixed hemimicelles/admicelles between 80 and 200 mg/g alumina and 
admicelles between 200 and 250 mg/g alumina. The aqueous BFs-SDS-alumina 
mixtures were stirred at 700 rpm for 5 min, and then centrifuged at 3000 rpm for 
10 min, and the concentrations of BFs were determined in the supernatants by 
LC/Fluorimetry, as specified in the Section 2.3.2. At the BFs concentrations used in 
this experiment, percentages of adsolubilization up to  99 % could be determined 
by direct measurement of the remaining analyte in the supernatants.  
 
 The results obtained are depicted in Figure 1. In the absence of SDS, BFs were 
not retained on -alumina. The retention of BFs on hemimicelles, which have a 
hydrophobic surface, was clearly dependent on analyte polarity (e.g. log Ko/w were 
1.5, 2.5 and 2.7 for CB, TB and FB, respectively) and it increased as the amount 
of hemimicelles did. The formation of minute amounts of admicelles was essential 
to achieve complete adsolubilization of BFs. Electrostatic interactions between the 
admicelle surface and analytes, which bear opposite charges, were responsible for 
this increased retention. At surfactant concentrations higher than about 230 mg/g 
alumina, a decrease in the percentage of BFs retained was observed as a result of 
the formation of micelles. 
 
 A SDS amount of 100 mg g1 alumina is recommended for extraction of BFs on 
the basis of experimental convenience; in the early hemimicellar/admicellar 
region, the concentration of monomeric surfactant in the aqueous phase is very 
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low (about 0.3 mg L1) which permits to use these aggregates in SPE without the 
need of supplying SDS during operation. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 1. Influence of the amount of SDS on the adsolubilization of benzimidazolic 
fungicides: () CB, (▲) TB and () FB. Operation in the batch mode. [CB] = 2.0 mg 
L1. [TB] = 0.3 mg L1. [FB] = 0.01 mg L1. Amount of alumina = 0.5 g. pH = 2.0. 
cmc means critical micelle concentration. 
 
3.1.2. Electrolyte concentration  
 
 The effect of the electrolyte concentration on the retention of BFs on     SDS-
coated--alumina was studied by using sodium chloride at concentrations between 
0 and 0.5 M. Experiments were performed in the SPE mode. For this purpose, a 
250 mL solution containing the BFs (1000 ng L1 CB, 200 ng L1 TB and 20 ng L1 
FB) and different concentrations of sodium chloride at pH 2 was percolated 
through the SDS-coated--alumina. The target analytes were eluted by using 1mL 
of methanol, and determined in the eluate by LC/Fluorimetry. 
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Fig. 2. Influence of the concentration of NaCl on the adsolubilization of benzimidazolic 
fungicides: () CB, (▲) TB and () FB. Operation in the SPE mode. Sample loading 
volume = 250 mL. [CB] = 1000 ng L1. [TB] = 200 ng L1. [FB] = 20 ng L1. Amount 
of alumina = 0.5 g. Amount of SDS = 100 mg/g alumina. pH =2.0. Eluent: 1 mL of 
methanol. 
 
 Figure 2 shows the results obtained. Sodium chloride did not affect the 
adsolubilization of CB and TB at concentrations up to 0.05 and 0.1 M, respectively. 
At higher salt concentrations, a slight decrease in the percentage of TB retained 
was observed as a function of the salt concentration, while the amount of CB 
adsolubilized decayed up to about 40% in the presence of 0.5 M NaCl. FB was 
quantitatively retained over all the sodium chloride concentration range tested. 
Since the total inorganic salt concentration in river and underground waters is 
generally lower than about 1.5x10-2 M (conductivity <1000 µS cm-1) and it rarely 
surpass 4x10-2 M (conductivity < 3000 µS cm-1), electrolytes are not expected to 
interfere in the supramolecular SPE of BFs. 
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3.1.3. Sample volume and flow rate 
 
 Experiments to determine the sample loading volume were performed by 
passing increasing volumes (0.025 l, and, between 0,1 and 1 L at increments of 
0.1 L) of aqueous solutions at pH 2 containing 250, 50 and 5 ng of CB, TB and FB, 
respectively, through the supramolecular sorbent column filled with 0.5 g of 
alumina and 50 mg of SDS (hemimicellar/admicellar region), and then, 
determining the amount of each BF eluted with methanol. The concentrations of 
BFs in the aqueous solutions tested were in the intervals 250-10000 ng L-1 for CB, 
50-2000 ng L-1 for TB and 5-200 ng L-1 for FB. Breakthrough was considered 
to occur when the amount of analyte retained decreased about 5%. Both TB and 
FB were quantitatively retained on hemimicelles/admicelles of SDS in the sample 
volume interval studied. The breakthrough for CB was 400 mL. 
 
 The effect of the sample flow rate on the percentage of BFs adsolubilized was 
studied by varying the vacuum between 5 and 40 KPa (1.5-6 mL/min).  No 
changes in the retention capability of SDS-coated--alumina was observed at 
sample flow rate up to 4 mL min1 (about 15 KPa). Higher sample flow rates 
resulted in decreased BFs recoveries (e.g. at 6 mL min1 FB was quantitatively 
retained but the percentages of adsolubilization of CB and TB decayed to 60% and 
80%, respectively). 
 
3.1.4. Elution 
 
 Desorption studies were performed using different organic solvents 
(acetonitrile, methanol, ethanol and tetrahydrofuran) at volumes of 0.5 and 1 mL. 
Experiments were carried out by SPE of aqueous solutions (400 mL) containing 
BFs (1000 ng L1 CB, 200 ng L1 TB and 20 ng L1FB at pH 2). All BFs were 
quantitatively eluted from SDS hemimicelles/admicelles by using 0.5 mL of the less 
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polar solvents (i.e. ethanol and tetrahydrofuran) or 1 mL of the most polar 
solvents (i.e. acetonitrile and methanol). The recoveries decreased to 95%, 90% 
and 79% for CB, TB and FB, respectively, using 0.5 mL of acetonitrile and to 84% 
for CB and 74% for TB and FB, using 0.5 mL of methanol. All above experiments 
were carried out using an elution rate of 2 mL min1. Increased elution rates 
resulted in decreased recoveries for all the BFs tested (e.g. using 1 mL of 
methanol, recoveries decreased to 87%, 86% and 80% for CB, TB and FB when 
the elution rate was increased to 4 mL min-1). 
 
3.2. Analytical features 
 
 Calibration graphs were linear in the range 0.4-40 ng for CB, 0.06-60 ng for TB 
and 0.002-4 ng for FB (correlation coefficient = 0.9998, 0.99993 and 0.99997, 
respectively). The sensitivities, expressed as the slope of the calibration curves, 
were 2384±20, 14178±57 and 342760±790 ng1 for CB, TB and FB, respectively. 
The practical detection limits [24] were calculated from six independent complete 
determinations of analyte concentrations in typical river and underground water 
low-level materials. They were calculated by using a signal-to-noise ratio of 3 (the 
ratio between the peak areas for each BF and peak area of noise). The values 
found ranged between 21 and 23 ng L1 for CB, 1.3 and 1.5 ng L1 for TB and 0.07 
and 0.09 ng L1 for FB in river water, and between 19 and 25 ng L1 for CB, 0.9 
and 1.2 ng L1 for TB and 0.05 and     0.09 ng L1 for FB in underground water. 
Very low detection limits were achieved as a result of the concentration factors 
obtained by supramolecular SPE and the sensitivity of the fluorimetric detection. 
The possible interference of matrix components that could affect the SPE of 
analytes  was assessed by comparison of the calibration curves obtained from 
standards and those obtained from river and underground water samples fortified 
with known amounts of BFs. A decrease of the calibration curve slope was 
observed for some samples, the magnitude of which was clearly dependent on the 
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total hardness of natural waters. As it is known, anionic surfactants yield insoluble 
salts in the presence of calcium [25], thus decreasing the amount of SDS 
adsorbed on the alumina. To assess the effect of this interference on the retention 
of BFs, different experiments were performed by passing through the 
supramolecular cartridge 250 mL solutions containing the BFs (1000 ng L1 CB, 
200 ng L1 TB and 20 ng L1FB) and different concentrations of calcium chloride 
(0-0.5 M) at pH 2. Decreased BFs retention was observed at calcium chloride 
concentrations higher than 2x104 M for CB and 5x102 M for TB and FB. 
Therefore, TB and FB could be determined in natural waters with high calcium 
contents (up to 5000 mg L1, expressed as calcium carbonate) by extraction with 
SDS-coated--alumina without the need of any additional water treatment. 
However, water treatment leading to reduce the calcium concentration is 
mandatory for the accurate determination of CB in natural waters with calcium 
contents higher than 35 mg L1, expressed as calcium carbonate. 
 
 Two sample treatments were tested to remove calcium from the aqueous 
samples, namely, cationic exchange with the use of cationic resin (Dowex 50Wx2, 
hydrogen form, 100-200 mesh, exchange capacity = 4.8 meq g1; Sigma) columns 
or zeolites (particle size<45 µm; Fluka), and precipitation using SDS. Experiments 
were carried out using 250 mL of an aqueous solution containing 40 mg of calcium 
carbonate, which should represent most of the analyzed waters. Cationic 
exchange experiments were performed at pH 9 in order to get uncharged analytes 
to prevent their retention. Partial retention of BFs was observed in both synthetic 
and natural cationic exchange materials. Precipitation with SDS at stoichiometric 
concentrations was enough to effectively remove calcium without losses of the 
target analytes and, therefore, this was the selected procedure.  
 
 Since the hardness of natural waters is variable, the remaining SDS in samples 
after water treatment will adsorb onto the alumina during percolation of the 
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sample thus changing the sorbent load. Different experiments were carried out to 
study the influence of the remaining SDS in solution on the breakthrough of 
analytes and the organic solvent volume required for elution.  
 
Table 2. Effect of the residual concentration of SDS on the elution capability of organic 
solvents  
Solvent Volume 
of 
solvent 
(mL) 
Recoverya ± sb (%) 
CB  TB  FB 
0.1 g L-1  
SDS  
0.9 g L-1 
 SDS  
 
0.1 g L-1  
SDS  
0.9 g L-1  
SDS  
 
0.1 g L-1  
SDS  
0.9 g L-1  
SDS  
Acetonitrile 
0.5 89±3 54±1 
 
86±3 52±3  79±6 52±1 
 1.0 104±4 97±1  102±4 92±1  94±4 87±1 
 
1.5  105±5   100±2   98±1 
Methanol 
0.5 62±8 68±1  52±3 53±2  50±7 51±3 
 
1.0 101±7 96±1  98±3 90±2  98±4 89±1 
 
1.5  99±1   99±2   99±1 
Ethanol 
0.5 71±9 56±1  64±16 54±1  63±17 53±1 
 
1.0 104±7 97±1  104±7 95±2  99±1 92±1 
 1.5  102±4   99±1   98±1 
Tetrahidrofuran 
0.5 65±4 63±1  63±4 55±1  60±5 46±1 
 
1.0 103±5 97±1  100±6 95±1  98±7 90±1 
 
1.5  105±13   103±2   100±1 
aMean of two independent determinations. 
bStandard deviation. 
 
 Breakthrough volumes for samples containing 0.9 g L1 of SDS (i.e. that 
recommended to remove calcium) were the same that those obtained for samples 
containing no surfactant (i.e. 400 mL for CB and 1 L for TB and FB).  
 
 The effect of the residual concentration of SDS on the elution capability of 
organic solvents was assessed by passing aqueous solutions (400 mL) containing 
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BFs (1000 ng L1 CB, 200 ng L1 TB and 20 ng L1 FB) and different concentrations 
of SDS (0.1 and 0.9 g L1) through the SDS-coated--alumina. Recoveries obtained 
for the target analytes using different volumes (between 0.5 and 1.5 mL) of 
acetonitrile, methanol, ethanol and tetrahydrofuran are shown in Table 2. The 
volume of eluent required for complete elution of BFs increased as the 
concentration of SDS in the aqueous solution did for all the organic solvents 
tested, probably due to the further adsorption of SDS on the mineral oxide. 
Methanol (1-1.5 mL) was selected to elute BFs from the supramolecular SPE 
cartridges.  
 
3.3. Analysis of natural waters 
 
 Because of the lack of certified reference materials, the suitability of the 
proposed method for quantifying BFs in natural waters was studied by analysing 
spiked river and underground waters. Samples were fortified with BFs at two 
concentration levels: 1) 80 ng L1 CB, 40 ng L1 TB and 4 ng L1 FB, and 2)    400 
ng L1 CB, 200 ng L1 TB and 20 ng L1 FB. These fortified samples were analysed 
as described in the Section 2.3. The ageing of samples (until a week) had not 
effect on the extraction efficiency of BFs. For all the samples tested,   1-mL 
methanol provided quantitative elution of the target analytes.  
 
 Figure 3 shows the chromatograms obtained from a standard solution (A) and 
fortified river (B) and underground (C) water samples. From the results obtained 
(Table 3) could be inferred that the proposed method permitted the accurate 
determination of BFs at the ng L1 level in natural waters (mean recoveries in the 
intervals 98-105%, 96-108% and 99-107% for CB, TB and FB, respectively). 
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Fig. 3. Chromatogram obtained from (A) a standard solution and fortified (B) river 
and (C) underground water samples containing 80 ng L1 CB, 40 ng L1 TB and         
4 ng L1 FB,  that were treated using the whole procedure. 
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4. Conclusions 
  The use of supramolecular sorbents obtained from the adsorption of anionic 
surfactants on positively charged mineral oxides have been demonstrated to be a 
suitable strategy for the extraction/preconcentration of basic polar pesticides from 
natural waters at concentrations in the low ng L1 level. Attractive electrostatic 
interactions between the anionic surfactant head-groups and the positively 
charged nitrogen-groups of analytes, beside of hydrophobic interactions, played 
an important role in the retention of pesticides on the supramolecular sorbent. 
 Table 3. Recovery of benzimidazol fungicides from river and underground water samples 
 
 
Sample 
location 
Concentration 
added (ng L1) 
 
Concentration founda ± sb (ng 
L-1) 
 Recovery ± sb (%) 
CB TB FB  CB TB FB  CB TB FB 
River water            
 Guadajoz 80 40 4  82±4 40 ±2 4.1±0.2  103±5 99±4 103±5 
 400 200 20  395±24 198±17 20.3±0.4  99±6 99±8 102±2 
 Guadalquivir 80 40 4  80.8±0.2 41±1 4.0±0.3  100.9±0.3 102±2 101±7 
 400 200 20  419±27 197±11 19.7±0.1  105±6 99±6 99±1 
 Rabanales 80 40 4  83±4 40±1 4.0±0.1  104±4 99±1 101±3 
 400 200 20  402±6 193±6 20.1±0.4  100±2 96±3 101±2 
            
Underground 
water            
 Montilla 80 40 4  79±3 42±4 4.0±0.1  99±4 104±10 101±2 
 400 200 20  392±15 197±3 20.5±0.5  98±4 99±2 103±3 
 Córdoba 80 40 4  84±5 43±5 4.0±0.2  105±6 108±13 104±6 
 400 200 20  412±43 206±61 21±1  103±11 103±3 107±7 
 Jaén 80 40 4  80±2 41±1 4.2±0.2  100±2 102±2 105±5 
 400 200 20  406±22 202±6 20±1  101±5 101±2 100±3 
 aMean of two independent determinations. 
bStandard deviation. 
Sample volume = 400 mL. 
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The high preconcentration factors achieved (400-1000) were a result of both the 
high breakthrough volumes (at least 1 L for moderate polar analytes, e.g. TB and 
FB, and 400 mL for very polar analytes, e.g. CB) and the low volume of organic 
solvent required for elution (1.0 mL). 
 
Methods reported up to date to the determination of BFs at the low ng L1 level in 
natural waters generally required reduction of the volume of eluent by evaporation 
[7-9], which resulted in analyte losses. Recovery reductions up to 65% have been 
reported for carbendazim due to losses during the evaporation step [8]. The 
proposed supramolecular SPE-LC/fluorimetric method reached detection limits 
required in pesticide environmental monitoring (lower than         50 ng L1) 
without the need of reduction of the eluent volume. 
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Abstract 
 
 In this work multifunctional sorbents, based on surfactant-coated mineral 
oxides, are assessed for the simultaneous extraction/preconcentration of 
pesticide multiresidues from aqueous environmental samples. Seventeen 
pesticides, representative of all the common groups (triazines, phenylureas, 
carbamates, azols, anilides, chloroacetanilides, organophosphorous, 
phenoxyacids, aryloxy acids and phenols), are selected for this study. The 
sorbents assessed are pure sodium dodecyl sulphate (SDS) and mixed 
tetrabutylammonium (TBA)-SDS hemimicelles and/or admicelles adsorbed onto 
alumina. Because of their multifunctional character, these sorbents provide 
different retention mechanisms (i.e. hydrophobic, ionic and/or π-cation 
interactions), which highly contributes to the efficient retention of pesticides 
with different polarities and acidities (bases, neutrals and acids). In addition, 
the low volume of eluent required for complete elution of analytes         
(typically 1-2 mL) avoided the need of using time-consuming and tedious 
evaporation steps that generally are needed when cross-linked polymeric resins  
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or carbon materials are used as sorbents. The performance of two sorbents, i.e. 
SDS and TBA-SDS mixed hemimicelles/admicelles, for the admicellar solid-phase 
extraction (ASPE) of pesticide multiresidue was comparatively investigated. The 
latter was selected on the basis of the higher breakthrough volumes permitted, 
the lower volume of eluent required and the higher sample and eluent flow 
rates allowed. The proposed ASPE/LC/UV approach provided detection limits 
lower than 100 ng L1 for the determination of the seventeen pesticides tested. 
Recoveries from spiked (at the ng L1 level) river and underground water 
samples was quantitative for most of the pesticides tested.  
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1.   Introduction 
 
 The widespread use of pesticides over the world (about 2.5 million tonnes 
per year [1]), the numerous compounds with different chemical and physical-
chemical properties that are used (they include very different functionalities 
over a wide range of polarity, solubility and acid-base properties), and the 
restrictive legislation aimed at their control (regulations for drinking water in 
Europe have been set at 100 ng L1 for individual pesticides and 500 ng L1 for 
the sum of all them [2]), make the analysis of pesticides a difficult task. Most 
analytical methods proposed up to date consist of extraction and enrichment of 
pesticides, chromatographic separation and detection by mass or UV 
spectrometry [3-19]. 
 
 Multiresidue methods provide a solution to the problem of reducing the 
cost of pesticide analysis. They cover all the groups of pesticides and require 
universality of the sample pre-treatment procedure and, as far as possible, of 
the conditions for the chromatographic separation [20]. Because of its high 
sensitivity and selectivity, gas chromatography (GC) has been the separation 
technique preferably used for determining volatile and thermally stable 
pesticides [3], while liquid chromatography (LC) has been the technique of 
choice for the determination of polar compounds [3-17]. The application of LC 
has shown an important increase in the last years as a result of the tendency 
towards the use of more polar pesticides. 
 
 Techniques for the extraction/preconcentration of pesticide residues from 
aqueous matrices include liquid-liquid (LLE), supercritical fluid (SFE) and solid 
phase (SPE) extraction, and liquid-liquid (micro-LLE) and solid phase (SPME) 
microextraction [3-16]. SPE, using a number of sorbents [3-14], has been 
frequently used for multiclass pesticide extraction prior to LC. Alkyl (C8 and C18) 
Antonia Moral Martínez                                                             Tesis Doctoral 
 
 
- 118 - 
bonded silicas provide high retention of non-polar and moderately polar 
compounds (log Kow > 3 [4]), but are not appropriate for polar analytes. 
Besides, at the acidic pH values (2-3) required for acidic pesticide retention, 
broad interfering peaks due to the co-extraction of humic and fulvic acids 
appear in chromatograms obtained using UV detection [5, 16]. Carbon materials 
and some highly cross-linked polymeric resins (e.g. styrene-divinylbenzene 
polymers) retain polar pesticides more effectively than alkyl bonded silicas [3-
7], but high solvent volumes are required to quantitatively desorb pesticides 
from polymeric resins and irreversible adsorptions occur on carbon materials [8, 
9]. Frequently, organic extract volumes are reduced by evaporation to increase 
preconcentration factors, which results in increased analysis times and losses of 
volatile and thermally unstable pesticides. 
  
 In this work, multifunctional sorbents, which consist of surfactant 
aggregates adsorbed onto mineral oxides, are assessed, for the first time, as 
sorbents for the SPE of pesticide multiresidues from natural waters. A great 
asset of these sorbents for this application is the multiple simultaneous 
interactions they provide for retention of solutes. Thus, hydrophobic solutes are 
solubilised into the hydrocarbon region of the surfactant aggregates, 
polar/charged analytes can be solubilised in the polar region through a number 
of interactions (e.g. electrostatic, -cation, hydrogen bonds, etc), and 
amphiphilic solutes are incorporated into the aggregates through hydrophobic 
and/or polar interactions and form mixed aggregates. These properties have 
been previously exploited for the admicellar solid-phase extraction (ASPE) of a 
variety of organic pollutants (e.g. PAHs, phthalates, surfactants, bisphenols, 
estrogens, etc [21-28]). 
  
 The sorbents selected for this study were hemimicelles and/or admicelles 
made up of sodium dodecyl sulphate (SDS) or tetrabutylammonium (TBA)-SDS 
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adsorbed on -alumina at pH 2. At this pH value, the high charge density on the 
alumina surface [point of zero charge (pzc) = 8.5] permits the adsorption of 
great amounts of surfactant.  Fig. 1 shows the variety of sorbents investigated 
and the SDS and TBA concentrations assessed for each type of sorbent. 
Hemimicelles are described as “tepee” structures formed from both ionic 
interactions between the surfactant and the mineral oxide and hydrophobic 
interactions between the hydrocarbon chains of the adsorbed surfactant.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig.1. Structure and surfactant load of the different hemimicellar and/or admicellar 
sorbents assessed for the extraction of pesticide multiresidues. 
25mg SDS/g alumina 65mg SDS/g alumina 
HEMIMICELLAR 
SORBENTS 
80mg SDS/g alumina 
HEMIMICELLAR /ADMICELLAR 
SORBENTS 
95, 125 and 175 mg SDS/g alumina 
Pure SDS 
aggregates 
80 mg SDS/g alumina and 6x104 , 6x103, 
6x102, 0.6 and 6 mg TBA /g alumina  
Mixed SDS-TBA aggregates 
ADMICELLAR 
SORBENTS 
225 mg SDS/g alumina 
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 The structure of admicelles is similar to that of aqueous micelles and their 
formation occurs through hydrophobic interactions between the surfactant 
hydrocarbon chains after complete cover of the oxide mineral surface by 
hemimicelles. Seventeen basic, neutral and acidic pesticides belonging to 
different structural groups (Table 1) were used as models for this research. The 
experimental variables affecting the hemimicellar/admicellar-based SPE were 
investigated, the analytical features of the ASPE/LC/UV method developed were 
determined and the applicability of this approach to the determination of the 
target pesticides in natural waters was assessed. The main results obtained are 
discussed below. 
 
Table 1- Characteristics [molecular structure, octanol-water partition coefficient (Ko/w) 
and ionization constants (pKa)] of the pesticides tested 
 
Structural group Pesticide R Xn log Kow apKa 
Acids 
     
Phenoxyacids 
Xn
CHO
R
OHC
O
 
2,4-D H  
 
Cl(n=   )2
 
c2.8 3.0 
Mecoprop CH3  
Cl ; CH3
 
c3.1 3.2 
      
Aryloxy acids 
N
Xn
O
OHCCH2O
NH2
 
Fluroxypyr  Cl(n=   )2 ; F
 
 
c3.0 2.2 ; 2.7 
      
Phenols 
Xn
OH
 
 Dinoseb  NO2(n=   )2
 
CH3CH2CH
CH3
 
c3.6 4.1 
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Table 1(Continued) 
Structural group Pesticide R log Kow apKa 
Bases/Neutrals     
Triazines 
R1
R2R3
N
N
N
 
Desethylatrazine 
R1= Cl
  
R2= NH2
  
     
R3= NH CH
CH3
CH3
 
b1.5 2.1 
Simazine R1= Cl
 
NH CH3R2=R3= CH2
 
c2,2 3.1 
Atrazine 
 
 
 
R1= Cl
 
R2= NH CH
CH3
CH3
 
R3= NH CH3CH2
 
c2.6 2.4 
     
Phenylureas 
R1
R2
C NH
O
R3
R4
N
 
 
 
 
 
Chlortoluron 
 
CH3R1=R2=R4=
  
R3= Cl
 
 
b2,5 14.4 ; 0.1 
Isoproturon 
CH3R1=R2=
  
HR3=
 
CH
CH3
CH3
R4=
 
c2.9 15.1 ; 0.8 
Chloroxuron 
CH3R1=R2=
  
HR3=
 
c3.8 14.4; 0.4 
 
 
Cl
O
R4=
 
  
Carbamates 
H N C
O
OR2
R1
 
Chlorpropham 
 
R1=
Cl
CH
CH3
CH3
R2=
 
c3.5 13,1; -0.6 
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Table 1(Continued) 
Structural group Pesticide R log Kow apKa 
Azols 
 
H
N
N
N C
R1
R2
 
 
 
 
 
 
 
Flutriafol 
 
 
        
R1= H
 
 
C
OH F
F
R2=
 
c2.3 11.6 ; 2.7 
 
Hexaconazole 
 
R1= H
 
 
 
R2=
OH
C
Cl
Cl
(CH2)3H3C
 
c3.9 
 
12.3 ; 2.7 
 
Structural group Pesticide R Xn log Kow apKa 
Base/Neutrals      
Anilides 
Xn
C
O
N R1R2
 
Propanil R1= H  
R2= CH2 CH3
 
 
Cl(n=   )2
 
c3.1 13.6; -0.9 
      
Chloroacetanilides 
Xn
C
O
N RCH2Cl
 
 Metolachlor 
-
CH3CH2CH
CH3
O
 
CH3 ;
CH3CH2
 
c3.1 1.4 
Alachlor 
C
O
CH2 Cl
 
CH3CH2 (n=   )2
 
      (n=2) 
c3.5 1.2 
      
Organophosphorous 
P
OR2
OR2R1S
S
 
    Malathion 
 
 
 
 
 
R1= CH
CH2
C CH3
CH2
CH2
O
O
O
C CH3
O
 
R2= CH3
 
 c2.4 _ 
aIonization constants were obtained from SciFinder Scholar 
bOctanol/water partition constants were obtained from aSciFinder scholar 
cOctanol/water partition constants were obtained from virtual computational chemistry laboratory 
(http://www.vclab. org) 
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2.   Experimental 
 
2.1.   Chemicals and materials 
 
 High purity (98-99.9%) pesticide standards were obtained from Aldrich 
(Steinheim, Germany): 2,4-D, and Riedel-de-Haën (Seelze, Germany): 
desethylatrazine, simazine, chlortoluron, atrazine, flutriafol, isoproturon, 
propanil, chloroxuron, chlorpropham, metolachlor, alachlor, hexaconazole, 
malathion, fluroxypyr, mecoprop and dinoseb. Stock solutions of each pesticide 
were prepared in methanol at a concentration of 2 g L1 (except simazine, 0.5 g 
L1), and stored in dark glass bottles at 4ºC. These stock solutions were stable 
for at least 3 months. A working solution containing 4 mg L1 of each pesticide 
was prepared daily by appropriate dilution with methanol. Cartridge columns 
filled with 500 mg of alumina (Bond Elut JR-AL-A) were obtained from Varian 
(Victoria, Australia). The surfactant sodium dodecyl sulphate (SDS) was supplied 
by Aldrich. A 0.01 M aqueous solution of tetrabutylammonium chloride (TBAC, 
Fluka, Buchs, Switzerland) was prepared by dissolving 0.139 g of the reagent in 
50 mL of distilled water. HPLC-grade methanol, acetonitrile and phosphoric acid 
were supplied by Panreac (Sevilla, Spain).  
 
2.2. Sample collection and preservation 
 
 River water samples were taken from two different streams (Guadajoz and 
Rabanales) flowing by Andalusia in the South of Spain. Underground waters 
were drawn from three wells located in Montilla, Córdoba and Jaén cities 
(Spain). All samples were collected in dark glass containers in July 2006 and 
filtered through 0.45 μm nylon filters (Millipore HNWP, Bedford, MA, USA) to 
remove suspended particles. Afterwards, they were adjusted to pH 2 by the 
addition of concentrated hydrochloric acid and stored at 4ºC under light 
protection conditions until analysis. 
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2.3. Recommended procedure for the determination of 
pesticides in natural waters 
 
2.3.1. Calcium removal 
 
 Calcium was removed from river and underground water samples by 
precipitation with SDS [Ca(DS)2 , Ksp = 2.14x1010] as follows: Increasing 
volumes (at increments of 0.1 mL) of a 0.1 M SDS solution was added to the 
sample until the start of turbidity. Then, the calcium content in the sample was 
calculated from the minimum SDS concentration needed for precipitation and 
the corresponding volume of 0.1 M SDS solution required to reach a 
[SDS]/[Ca2+] molar ratio of 2 was added. The precipitate formed was separated 
from the sample by centrifugation at 3000 rpm for 10 min. 
 
2.3.2. Admicellar-based SPE 
 
 Solid phase extraction of pesticides were performed using a Supelco 
Visiprep (Bellefonte, PE, USA) vacuum manifold attached to a Rikakikai Eyela 
A35 (Tokyo, Japan) vacuum pump. The Bond Elut JR-AL-A columns were 
conditioned with 5 mL of 0.01 M hydrochloric acid solution. Then, hemimicelles 
were formed on the alumina by passing a 25 mL 0.01 M hydrochloric acid 
solution containing 40 mg of SDS. Afterwards, 10 µL of 0.01 M TBAC were 
added to 250 mL of the pre-treated water sample (final TBAC concentration = 
4x107 M) and it was passed through the supramolecular cartridge at a rate 
lesser than 1 mL min1 by adjusting the vacuum to ca. 16 KPa. After drying the 
column under vacuum, the elution of pesticides was performed in two steps. 
Firstly, basic/neutral pesticides and dinoseb were eluted with 1 mL of methanol 
at a rate of less than 2 mL min1 by adjusting the vacuum to ca. 2 KPa, and, in a 
second elution step, 2,4-D, mecoprop and fluroxypyr were eluted with 2 mL of a 
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0.3 M NaOH:methanol ( 90:10, v/v) solution, at the same elution rate. Finally, 
an aliquot (20μL) of each eluate was injected into the liquid chromatographic 
system. 
 
2.3.3. Liquid chromatography/UV spectrometry 
 
 The liquid chromatographic system used consisted of a TermoQuest 
Spectra System (San Jose, CA, USA) furnished with a P4000 quaternary pump, 
a SCM 1000 vacuum membrane degasser, an AS3000 auto sampler, with the 
injection volume set to 20 μL, and an UV6000 LP diode-array detector. The 
stationary-phase column was a 25-cm Kromasil C8 column (Milford, MA, USA) 
with 4-mm internal diameter and 5-µm particle diameter. The mobile phase 
used for the separation of basic/neutral pesticides and dinoseb consisted of 
acetonitrile (A) and water (B), and that used for separating 2,4-D, mecoprop 
and fluroxypyr consisted of acetonitrile (A) and 0.015% phosphoric acid (C). In 
both cases, the proportional composition of organic and aqueous solvents in the 
mobile phase during separation runs varied as follows: 0-5 min: isocratic 
conditions (10% A-90% B or C) and 5-53 min: successive linear gradient 
profiles (5-11 min: from 10% A to 25% A , 11-34 min: from 25% A to 36.5% A,  
34-44 min: from 36.5% A to 38% A, 44-52 min: from 38% A to 43% A, and  
52-53 min: from 43% A to 90% A). The mobile phase flow rate was kept 
constant at 1 mL min1. Detection of chlortoluron, isoproturon, chloroxuron, 
propanil and chlorpropham was performed at 245 nm, whereas 
desethylatrazine, simazine, atrazine, flutriafol, hexaconazole, metoalachlor, 
alachlor, malathion, 2,4-D, mecoprop, fluroxypyr and dinoseb were detected at 
225 nm. 
 
 
 
Antonia Moral Martínez                                                             Tesis Doctoral 
 
 
- 126 - 
3. Results and discussion 
 
3.1. Sorbent selection for pesticide multiresidue extraction 
 
 A good knowledge of the interactions between pesticides and hemimicellar 
and/or admicellar sorbents is important for setting up efficient multiresidue 
extraction schemes. Figure 1 and Table 1 show the structures of both the 
sorbents and analytes investigated and some of the chemical and physico-
chemical characteristics of interest for ASPE. All of the sorbents studied 
provided mixed retention mechanisms for pesticides although the type and 
relative importance of each one depended on the amount of surfactant 
adsorbed onto the oxide surface.  
 
 The type of aggregate formed and the amount of surfactant adsorbed on 
the surface of the mineral oxide for a given surfactant concentration is easily 
inferred from the corresponding adsorption isotherm. Each of the four distinct 
regions observed in an adsorption isotherm features a different conformation 
for the adsorbed surfactant [29, 30]. Investigations performed by techniques 
such as Raman and fluorescence spectroscopy, electron spin resonance, atomic 
force microscopy, neutron reflectivity and contact angle measurements [29, 30] 
support this interpretation of surfactant adsorption isotherms. 
 
 According to the experimental adsorption isotherm of SDS onto alumina at 
pH 2 [21,22], the hemimicellar, hemimicellar/admicellar and admicellar regions 
occurred at SDS concentrations in the intervals 0-80, 81-200 and 201-230 mg 
SDS/g alumina, respectively. Hemimicellar sorbents with low SDS load         
(e.g. lower that 25 mg SDS/g alumina, see Figure 1) consisted of some 
hemimicelles and residual OH2+ groups, which provided both hydrophobic and 
ionic interactions for retention of analytes. As the amount of hemimicelles on 
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the sorbent increased, the density of residual OH2+ groups progressively 
decreased and some patches of admicelles were formed. So, although SDS 
hemimicellar sorbents were predominantly hydrophobic, some areas of positive 
and negative charge were always present at the surface. On the other hand, 
hemimicellar/admicellar and admicellar sorbents showed two different regions 
for retention of pesticides; the hydrophobic core and the polar surface. In the 
latter, the retention mechanism depended on the nature of the surfactant polar 
group;  hemimicelles/admicelles and admicelles made up of pure SDS provided 
negatively charged surfaces whereas those made up of SDS-TBA provided 
ammonium groups which could establish ionic and/or π-cation interactions with  
analytes.  
 
 Admicellar sorbent selection for pesticide multiresidue extraction was 
based on their capacity to adsolubilise the target compounds. Adsolubilization 
experiments involving SDS-based hemimicelles and/or admicelles were carried 
out by passing a 25 mL aqueous solution containing 40 µg L1 of each pesticide 
at pH 2 through a -alumina column coated with different amounts of SDS (see 
Figure 1). For sorbents containing 175 and 225 mg SDS/g alumina, a SDS 
concentration equal to that in equilibrium with the surfactant aggregates      
(i.e. 340 and 910 mg/L, respectively) was added to the aqueous solution 
containing the target compounds in order to avoid losses of the adsorbed 
surfactant [21,22]. At SDS/alumina ratios lower than 150 mg/g, it was not 
necessary the addition of SDS since the concentration of surfactant monomers 
in equilibrium with aggregates was negligible. Adsolubilization experiments 
involving mixed SDS-TBA hemimicelles and/or admicelles were carried out by 
passing a 25 mL-aqueous solutions containing 40 µg L1 of each pesticide at pH 
2 and TBA between 0 and 6 mg TBA/g alumina through a -alumina column 
coated with 80 mg SDS/g alumina. After extraction, the concentration of each 
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pesticide was determined in the eluates (see elution procedure in Section 2.3.2) 
by LC/UV, as specified in the Section 2.3.3. Tables 2 and 3 show the results 
obtained for the adsolubilization of pesticides on SDS-based hemimicelles, and 
pure SDS- and mixed SDS-TBA-based hemimicelles/admicelles, respectively. The 
results for the adsolubilization of pesticides onto alumina are also included in 
Table 2 
 
 Pesticides containing carboxylic groups in their molecular structure       
(i.e. phenoxyacids and arylloxy acids) were partially retained on -alumina 
(Table 2), probably through electrostatic interactions with the positively-charged 
groups in the mineral oxide surface. Retention of the other pesticides tested 
only occurred in the presence of SDS aggregates. The percentage of 
adsolubilization in the hemimicellar region increased as the anionic surfactant 
concentration did for all the analytes tested (Table 2). The minimum SDS 
concentration required for quantitative retention of pesticides varied with the 
molecular structure of the analyte. For pesticides belonging to the same 
structural group (e.g. phenylureas), this concentration increased as the analyte 
polarity did (e.g. compare results obtained for chloroxuron and isoproturon in 
Table 2 and their Ko/w values in Table 1). In addition, the SDS concentration for 
complete retention was lower for pesticides bearing positive charge at the 
working pH 2 (i.e. triazines and azols, see pKa values in Table 1) than that 
required for the non-charged ones, assuming similar polarities (e.g. compare 
results for atrazine, flutriafol and chlortoluron in Table 2). Adsolubilization of 
basic pesticides on the admicelle patches could explain the high percentages of 
retention observed for these target compounds in the hemimicellar region. 
Anyway, no quantitative retention was obtained with hemimicelles for the 
pesticides desethylatrazine, chlortoluron and isoproturon.  
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Table 2. Percentage of adsolubilization (mean value ± standard deviation) of pesticides 
on SDS-based hemimicelles at different surfactant loads 
 
Pesticide 
mg SDS / g alumina 
0 25 65 80 
Bases/ neutrals     
Triazines     
 Desethylatrazine - 243 6510 72.90.4 
 Simazine - 363 878 94.70.4 
 Atrazine - 512 953 991 
Phenylureas     
 Chlortoluron - 19.20.1 505 57.20.2 
 Isoproturon - 21.90.2 565 65.70.7 
 Chloroxuron - 83.70.4 991 99.30.4 
Carbamates     
 Chlorpropham - 62.60.7 93.00.6 97.20.1 
Azols     
 Flutriafol - 782 992 1001 
 Hexaconazole - 98.70.7 99.00.6 974 
Anilides     
 Propanil - 49.50.3 90.30.4 92.60.3 
Chloroacetanilides     
 Metoalachlor - 713 952 971 
  Alachlor - 83.10.2 971 99.60.5 
Organophosphorous     
 Malathion - 73.90.2 931 992 
Acids     
Phenoxyacids     
 2.4-D 809 923 981 99.20.2 
 Mecoprop 2610 733 97.30.1 98.10.5 
Arylloxy acids     
 Fluroxypyr 807 81.80.4 93.90.4 96.00.2 
Phenols     
 Dinoseb - 733 991 1022 
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The use of hemimicelles/admicelles of both pure SDS and mixed SDS-TBA 
increased the retention of these analytes (Table 3) owing to the combination of 
hydrophobic and/or ionic interactions and hydrophobic and/or π-cation 
interactions, respectively. TBA loads higher than 6.0x102 mg TBA/g alumina 
were inadvisable because they resulted in decreased retentions of some basic 
pesticides, probably due to repulsive electrostatic interactions between the 
positively charged groups in analytes and the sorbent surface. Admicelles of 
SDS also retained quantitatively all the target compounds (percentages of 
adsolubilization ranged between 98 and 102%). According to the results 
obtained the most suitable sorbents for adsolubilization of pesticides were those 
made up of hemimicelles/admicelles consisting of pure SDS (175 mg 
surfactant/g alumina) and mixed SDS-TBA (80 mg SDS and 5x102 mg TBA/g 
alumina), so they were selected for further studies.  
 
3.2. Performance of SDS and SDS-TBA hemimicelles/admicelles 
for the extraction of pesticide multiresidue 
 
3.2.1. Sample loading volume and flow rate    
 
 The effect of the sample volume and flow rate on the retention of 
pesticides on both SDS and SDS-TBA hemimicelles/admicelles was 
comparatively investigated. Breakthrough volumes were determined by passing 
increasing volumes (25 – 500 mL) of aqueous solutions containing 1 µg of each 
pesticide (concentrations in the interval 2–40 µg L1) at pH 2 through the 
selected sorbents and determining the concentration of each analyte in the 
eluates. Breakthrough was considered to occur when the recovery decreased 
about 5%. According to the results obtained, TBA-SDS hemimicelles/admicelles 
retained more effectively the target compounds for all the sample volumes 
tested that SDS hemimicelles/admicelles did. 
                                                                                                        Parte I      
  
- 131 - 
 
Antonia Moral Martínez                                                             Tesis Doctoral 
 
 
- 132 - 
 
 
                                                                                                        Parte I      
  
- 133 - 
 Quantitative retention on the former was observed for azols, chloracetanilides, 
acidic pesticides and chloroxuron, at the maximum sample volume investigated 
(500 mL) and only desethylatrazine, chlortoluron and isoproturon were not 
quantitatively recovered using 250 mL samples (the recoveries obtained were 
38±3, 24±3 and 36±2%, respectively). As SDS hemimicelles/admicelles were 
used as a sorbent, breakthrough volumes lower than 250 mL were obtained for 
desethylatrazine, chlorpropham, flutriafol, hexaconazole, fluroxypyr, dinoseb 
(200 mL), propanil, malathion (100 mL), chlortoluron and isoproturon (25 mL). 
 
 The flow rate of percolation of the samples greatly affected the retention 
of pesticides on both sorbents. The percentage of adsolubilization decreased as 
a function of the sample flow rate when it was larger than 1 and 0.6 mL min1 
by using TBA-SDS and SDS hemimicelles/admicelles, respectively. Thus, by 
increasing twice these flow rates, retention percentages decreased up to       
45-60% by using TBAC-coated SDS hemimicelles and up to 60-90% when SDS 
hemimicelles/admicelles were used as a sorbent material. 
 
3.2.2. Selection of desorption solutions  
 
 The organic solvents tested to elute pesticides from both TBA-SDS and 
SDS hemimicelles/ admicelles were methanol, acetonitrile, ethanol, isopropanol 
and tetrahydrofuran. Experiments were run by filtering 25-mL aqueous solutions 
at pH 2, containing 40 µg L1 of each pesticide, and eluting the target 
compounds with solvent volumes between 0.5 and 2 mL. Basic and neutral 
pesticides and dinoseb eluted quantitatively from TBA-SDS and SDS sorbents 
using 1 and 2 mL of eluent, respectively, independently of the organic solvent 
used for elution. However, the acidic pesticides 2,4-D, mecoprop and fluroxypyr 
were not detected at all in the 1-mL eluates obtained from SDS-TBA sorbents 
and very low desorption percentages were obtained from SDS sorbents       
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(e.g. 14 % for 2,4-D and fluroxypyr and 36% for mecoprop by using 2 mL of 
methanol). 
 
 2,4-D, mecoprop and fluroxypyr were quantitatively desorbed from both 
sorbents using 2 mL of 0.3 M NaOH-methanol (90-10 v/v). Under these 
experimental conditions, the charge of the alumina surface changed from 
positive to negative which caused disruption of the SDS and SDS-TBA 
aggregates. The presence of methanol in the eluent solution was mandatory to 
effectively desorb acidic pesticides. Aqueous NaOH solutions were found to be 
ineffective as eluents (e.g. recovery factors of 18% for 2,4-D and fluroxypyr and 
7% for mecoprop were obtained by using 2 mL of 0.3 M NaOH to elute acidic 
pesticides from SDS hemimicelles/admicelles). 
 
 Elution of pesticide multiresidues was affected by the flow rate of the 
eluent. In order to get maximal recoveries of the target compounds, it should 
be lower than 2 and 0.2 mL min1 for SDS-TBA and SDS sorbents, respectively. 
The use of higher elution rates decreased pesticide recoveries (e.g. by 
increasing twice the above elution flow rates, recovery factors decreased up to 
50-80%). 
 
 Because of the higher capability to retain pesticides at higher sample 
loading volumes, the lower volume of organic eluent required for eluting 
basic/neutral pesticides and the higher sample and eluent flow rates permitted, 
TBA-SDS hemimicelles/admicelles was the sorbent recommended for pesticide 
multiresidue extraction. 
 
3.3. Features of the proposed analytical method 
 
 The analytical figures of merit of the TBA-SDS hemimicelles/admicelles-
based extraction-LC/UV approach for the determination of the target pesticides 
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are shown in Table 4. The practical detection limits [31] were calculated from 
six independent complete analyses (experimental procedure in Section 2.3) of 
250-mL river and underground water samples containing no pesticides at 
detectable concentration levels by using a signal-to-noise ratio of 3 (the ratio 
between the peak areas for each pesticide and peak area of noise). Detection 
limits lower than 100 ng L1 (the European Community tolerance limit in 
drinking water [2]) were obtained for all the pesticides determined. The 
different values obtained (they ranged between 4 and 92 ng L1) were the 
consequence of the differences in the sensitivities obtained for the 
determination of pesticides by LC/UV (see slopes of calibration curves in Table 
4) and the preconcentration factors provided by the supramolecular-based 
extraction approach considering the breakthrough volume and the elution 
volume (60, 90 and 95 for chlortoluron, isoproturon and desethylatrazine, 
respectively, 125 for phenoxyacids and aryloxy acids, and 250 for the rest of the 
target pesticides). 
 
 The possible interference of matrix components that could affect the ASPE 
of analytes was evaluated by comparison of the calibration curves obtained 
from standards and those obtained from river and underground water samples 
fortified with known amounts of the target pesticides. A decrease in the 
calibration curve slope was observed for some samples, the magnitude of which 
was clearly dependent on the total hardness of the natural waters analysed. 
This decrease was probably related to the formation of calcium-pesticide cation-
 complexes [32, 33] which disfavoured analyte-TBA interactions. 
 
To remove this interference, calcium was precipitated with SDS before 
ASPE. Addition of SDS to river and underground water samples at stoichiometric 
concentrations for the formation of calcium dodecyl sulphate salt [Ca(DS)2]  is 
recommended. The use of higher SDS concentrations is inadvisable, because 
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the remaining SDS after sample treatment adsorbs onto the alumina during 
percolation of the sample changing the sorbent load, and, hence, the elution 
capability of solvents [25]. 
 
Table 4.  Analytical figures of merit of the proposed method 
Pesticide 
Calibration parameters  
Practical detection limitsa 
(ng L1) 
Linear 
concentration 
rangeb 
 (ng) 
Slope ± s  
(x104 ng1) 
Intercept ± s 
(x104 ) 
rc 
Sx/yd  
(x104) 
 River 
water 
 
Underground 
water 
Desethylatrazine 0.03-20 3.9±0.1 0.9±1.2 0.997 1.9  19  16 
Simazine 0.02 -20 5.6±0.1 1.5±1.6 0.9990 2.5  5  4 
Atrazine 0.02-20 5.2±0.1 1.1±1.6 0,9990 2.4  5  4 
Chlortoluron 0.03-20 2.65±0.06 0.7±0.7 0.9992 1.0  35  25 
Isoproturon 0.03-20 2.61±0.05 0.1±0.6 0.9993 0.9  24  20 
Chloroxuron 0.03-20 2.96±0.03 0.1±0.4 0.9998 0.6  6  6 
Chlorpropham 0.06-20 1.65±0.05 0.4±0.5 0.9990 0.8  13  11 
Flutriafol 0.4-50 0.18±0.01 0.1±0.4 0.995 0.4  92  89 
Hexaconazole 0.2-50 0.42±0.03 0.6±1.1 0.997 1.0  65  45 
Propanil 0.04-20 2.53±0.07 0.7±0.9 0.9991 1.1  9  8 
Metolachlor 0.2-30 0.73±0.03 0.6±0.6 0.9992 0.6  38  36 
Alachlor 0.09-30 1.49±0.05 -0.1±0.9 0.9990 1.1  20  16 
Malathion 0.4-30 0.21±0.01 0.2±0.3 0.998 0.3  90  79 
2,4-D 0.03-20 3.86±0.05 0.6±0.6 0.9998 0.8  15  15 
Mecoprop 0.03-20 4.0±0.1 1.3±1.7 0.9990 2.3  15  15 
Fluroxypyr 0.03-20 4.7±0.1 0.8±0.5 0.9993 2.0  13  12 
Dinoseb 0.06-20 1.45±0.04 0.2±0.4 0.9990 0.6  15  13 
a  Calculated from six independent complete analyses (experimental procedure in Section 2.3) of 250 mL-river 
and underground water samples containing no pesticides at detectable concentration levels 
b  Instrumental detection limit calculated by using a signal-to-noise ratio of 3 
c  Correlation coefficient 
d  Standard error of the estimate 
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The calcium content in samples could be easily calculated from the 
minimum SDS concentration needed for Ca(DS)2 precipitation (Ksp = 
2.14x1010). 
 
3.4. Analysis of natural waters 
 
 To establish the feasibility of the proposed method to quantify 
pesticide multiresidues in natural waters, non-fortified and fortified water 
samples from two different rivers and three wells located in the South of Spain 
were analyzed (experimental conditions are given in Section 2.3). No pesticides 
were detected in the non-fortified water samples tested. Results obtained for 
samples fortified with pesticides at two concentration levels (0.2 and 0.8 µg L1 
of each pesticide) are listed in Table 5. As an example, Fig. 2 shows the 
chromatograms obtained from a fortified underground water sample containing 
0.2 µg L1 of each pesticide by ASPE-LC-UV detection at 245 nm (A2) and 225 
nm (B2, C2). The chromatograms recorded from a standard solution are also 
shown (Fig. 1A1, B1 and C1). The recoveries obtained were similar to those 
found for spiked distilled water samples; they ranged between 92 and 107 % 
except for desethylatrazine (31-41%), chlortoluron (21-27%) and isoproturon 
(28-42%).These pesticides were quantitatively retained on TBA-SDS 
hemimicelles/admicelles at sample loading volumes up to 25 mL, decreasing 
their adsolubilization percentages as the volume of sample filtered increased. 
These results indicated that no adsorption of the pesticides on the Ca(DS)2 
precipitate occurred, and the matrix of underground and river water samples 
did not affect the extraction capability of TBA-SDS hemimicelles/admicelles. The 
accuracy and precision provided by the proposed approach were similar or 
better than those reported for the EPA methods 507 [34] and 515.1 [35], and 
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the standard method for the determination of acidic herbicides based on micro 
liquid-liquid extraction and gas chromatography determination [36]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Fig. 2. Chromatograms obtained from (1) a standard solution and (2) an underground 
water sample colleted in a well located in Montilla (Spain) and fortified with 0.2 µg L1 of 
each pesticide. Mobile phases: (A,B) acetonitrile/water and (C) acetonitrile/0.015% 
phosphoric acid (the proportional composition of organic and aqueous solvents is given 
in the Section 2.3.2). Wavelengths: (A, C) 225 nm and (B) 245 nm. Peak identification: 
(1) chlortoluron, (2) isoproturon, (3) propanil, (4) chloroxuron, (5) chlorpropham, (6) 
desethylatrazine, (7) simazine, (8) atrazine, (9) flutriafol, (10) metolachlor, (11) 
alachlor, (12) hexaconazole, (13) malathion, (14) dinoseb, (15) fluroxypyr, (16) 2,4-D 
and (17) mecoprop 
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Recoveries in the interval 82-103 %, with standard deviations of the percent 
recovery varying between 4 and 11%, for alachlor, atrazine, chlorpropham, 
metoalachlor and simazine [34], and in the intervals 42-131% [35] and 97-
119% [36] (standard deviations of the percent recovery = 5.5-25.5% [35] and 
1.2-6.7% [36], respectively) for 2,4-D and dinoseb, have been reported.  
 
4. Conclusions 
 
  Multifunctional sorbents consisting of surfactant-coated mineral oxides 
have been demonstrated to be suitable sorbent materials for the 
extraction/preconcentration of pesticide multiresidues on the basis of the 
different types of interactions they can establish with analytes. Pesticides with 
different polarities (log Ko/w between 1.5 and 3.9) and acidities (basic, neutral 
and acidic pesticides) are quantitatively adsolubilized on TBA-SDS 
hemimicelles/admicelles through hydrophobic interactions with the hydrocarbon 
core of the aggregates, and pi-cation interactions between the aromatic rings in 
analytes and the quaternary ammonium group in TBA. 
 
 In addition to the different retention mechanisms they provide, other 
valuable characteristics of these sorbents are the high breakthrough volumes 
obtained for polar pesticides and the low volumes of desorption solutions 
required for quantitative elution of analytes, which avoids the need of using 
time-consuming and tedious evaporation steps that generally are needed when 
highly cross-linked polymeric resins or carbon materials are used as sorbents. 
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1.- Objeto 
 
Los disolventes supramoleculares son líquidos nanoestructurados 
inmiscibles con agua constituidos por agregados de tensioactivo. Estos 
disolventes se han utilizado en extracciones analíticas como una alternativa a 
los disolventes orgánicos para el tratamiento de una gran variedad de muestras 
líquidas y sólidas. La mayoría de las aplicaciones se han basado en el uso de 
disolventes constituidos por agregados de tensioactivos no iónicos polietoxilados 
generados mediante un aumento de la temperatura de disoluciones acuosas 
micelares. Estos disolventes solubilizan compuestos orgánicos 
fundamentalmente mediante interacciones de dispersión entre las cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo que forman los agregados y 
las regiones apolares de los compuestos solubilizados, por lo que presentan una 
elevada eficacia para la extracción de compuestos orgánicos apolares pero su 
capacidad de extracción disminuye drásticamente a medida que aumenta la 
polaridad de los analitos. Los disolventes constituidos por agregados de 
tensioactivos iónicos proporcionan, además de interacciones de dispersión, 
interacciones iónicas y en el caso de disolventes de tensioactivos catiónicos 
interacciones π-catión, pero presentan el inconveniente de requerir una elevada 
concentración de ácidos o sales para su formación, lo que restringe su uso.  
 
Las investigaciones desarrolladas en la segunda parte de esta Tesis 
Doctoral han tenido como objeto evaluar la capacidad de dos tipos de 
disolventes supramoleculares constituidos por agregados de ácidos 
alquilcarboxílicos para la extracción de compuestos orgánicos polares en 
muestras líquidas y sólidas. Los agregados en el primer tipo de disolvente 
orgánico son vesículas de ácido decanoico-decanoato de tetrabutilamonio y el 
segundo, agregados inversos de ácido octanoico, decanoico o dodecanoico en 
tetrahidrofurano con un núcleo acuoso. Estos disolventes pueden establecer 
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además de enlaces mediante interacciones de dispersión, interacciones dipolo-
dipolo, enlaces por puentes de hidrógenos y en el caso del disolvente de ácido 
decanoico-decanoato de tetrabutilamonio interacciones π-catión. La capacidad 
de los disolventes de ácidos alquilcarboxílicos para establecer diferentes tipos de 
interacciones junto con la elevada concentración de tensioactivo y por tanto, el 
elevado número de centros de solubilización que poseen, hacen previsible una 
elevada capacidad de extracción de compuestos orgánicos en un amplio 
intervalo de polaridades. 
 
A continuación se describen los aspectos más importantes de la 
extracción con disolventes supramoleculares y se presentan y discuten los 
principales resultados obtenidos en las investigaciones desarrolladas.  
 
2. Disolventes supramoleculares 
 
2.1. Síntesis  
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Proceso de coacervación que da lugar a la formación de un disolvente 
supramolecular  
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s disolventes supramoleculares  se forman a partir de disoluciones de 
tensioactivos mediante un proceso de coacervación (Figura 1). Cuando la 
disolución de tensioactivo se somete a un cambio de temperatura o se le 
adicionan determinadas cantidades de ácido, sales o disolventes se forman 
gotas de coacervado que floculan o sedimentan separándose del seno de la 
disolución como una segunda fase con una elevada concentración de 
tensioactivo. Esta segunda fase se denomina coacervado o más recientemente, 
disolvente supramolecular [1]. La fase en equilibrio con el disolvente 
supramolecular contiene sin embargo, una baja concentración en tensioactivo. 
 
Se distinguen diferentes tipos de disolventes supramoleculares en 
función del factor que induce su formación: 
 
Inducidos por temperatura. Se forman a partir de disoluciones de tensioactivos 
no iónicos alquil etoxilados y alquilfenol etoxilados, de tensioactivos anfóteros y 
de mezclas de tensioactivos no iónicos e iónicos. Para que se produzca la 
coacervación, la disolución de tensioactivo con una concentración superior a su 
concentración micelar crítica (cmc), debe mantenerse a una temperatura 
superior a un determinado valor en el caso de tensioactivos no iónicos y mezcla 
de tensioactivos no iónicos e iónicos, e inferior a un determinado valor en el 
caso de tensioactivos anfóteros. La temperatura a partir de la cual se forma el 
disolvente supramolecular, denominada temperatura de punto de nube o “cloud 
point (CP)”, depende de la estructura química y concentración del tensioactivo 
[2], fuerza iónica [3, 4] y compuestos orgánicos presentes en la disolución. El 
valor de CP de mezclas de tensioactivos no iónicos es intermedio entre los 
valores de CP de cada uno de los tensioactivos individuales [5] y en el caso de 
mezclas de tensioactivos no iónicos e iónicos, el valor de CP es siempre inferior 
al del tensioactivo no iónico debido a que las fuerzas electrostáticas repulsivas 
entre los grupos cabeza de las moléculas de tensioactivo iónico desfavorecen la  
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agregación y por lo tanto, el proceso de coacervación [6].  
 
Inducidos por ácidos. Las disoluciones acuosas de tensioactivos aniónicos 
coacervan en presencia de ácidos a concentraciones que varían con la 
estructura molecular y concentración de tensioactivo [7, 8]. El proceso de 
coacervación es sin embargo, independiente de la temperatura y de la adición 
de sales a baja concentración [7, 8]. A elevada concentración (ej. NaCl a una 
concentración superior a 0.8 M para dodecilsulfato sódico [8], las sales originan 
la precipitación del tensioactivo). Los disolventes inducidos por ácidos más 
utilizados en extracciones analíticas han sido los constituidos por agregados de 
dodecilsulfonato sódico [9,10] y dodecilsulfato sódico [11, 12]. 
 
Inducidos por sales. Las sales inorgánicas inducen la coacervación de 
disoluciones de tensioactivos catiónicos y las sales orgánicas de tetralquilamonio 
la formación de disolventes en disoluciones de ácidos alquilcarboxílicos. Son 
disolventes inducidos por sales inorgánicas los constituidos por agregados de 
cetrimida, generados en presencia de NaCl y 1-octanol [13], y los formados por 
agregados de aliquat-336, obtenidos en presencia de Na2SO4 [14]. 
 
Los disolventes inducidos por sales de tetralquilamonio se forman a 
partir de suspensiones acuosas de ácidos alquilcarboxílicos con longitudes de 
cadena hidrocarbonada comprendida entre 8 y 18 átomos de carbono a valores 
de pH próximos a su pKa aparente (pKa de una molécula que forma parte de 
una estructura), condiciones en las que el grado de disociación del ácido es 
próximo al 50%  [15]. El pKa de los ácidos alquilcarboxílicos es 4,8±0.2 con 
independencia de la longitud de su cadena hidrocarbonada, mientras que su 
pKa aparente varía entre 6 y 8,5 para tensioactivos con un número de átomos 
de carbono comprendido entre 8 y 18. Los agregados que constituyen el 
disolvente supramolecular son vesículas en las que las moléculas de ácido 
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alquilcarboxílico y alquilcarboxilato se encuentran enlazadas mediante puentes 
de hidrógeno entre los grupos carboxílico y carboxilato e interacciones de 
dispersión entre sus cadenas hidrocarbonadas. El catión tetrabutilamonio 
neutraliza las cargas negativas de las moléculas de carboxilato en la superficie 
de las vesículas, favoreciendo la formación de agregados de gran tamaño. 
 
Inducidos por disolventes. Se forman a partir de disoluciones de ácidos 
alquilcarboxílicos y alcanoles en disolventes orgánicos mediante la adición de 
agua [16, 17]. El tensioactivo debe encontrarse en su forma neutra para formar 
el disolvente supramolecular y por lo tanto, en el caso de ácidos 
alquilcarboxílicos (pKa = 4,8±0.2), la disolución acuosa adicionada a la 
disolución de tensioactivo debe mantenerse a un pH igual o inferior a 4 [16]. 
Los alcanoles, por el contrario, no se disocian en agua (pKa~15) y los 
disolventes de estos tensioactivos se generan con independencia del pH de la 
disolución acuosa [17]. Los disolventes orgánicos usados para sintetizar estos 
disolventes han sido dioxano, tetrahidrofurano, acetona, metanol, etanol, 
propanol, acetonitrilo, etilenglicol y dimetilformamida, el porcentaje mínimo de 
disolvente orgánico necesario para que se produzca la coacervación 
dependiendo de la constante dieléctrica del disolvente orgánico usado [16]. Para 
disolventes con constante dieléctrica inferior a aproximadamente 25 (ej. 
tetrahidrofurano), el porcentaje de disolvente orgánico a partir del cual se 
produce la coacervación es inferior al 5%, aumentando dicho porcentaje 
exponencialmente a medida que la constante dieléctrica del disolvente aumenta 
por encima de este valor. Los porcentajes de disolvente órgánico a los que se 
genera el disolvente supramolecular también varían en función de la estructura 
química del tensioactivo y su concentración [16, 17]. Los disolventes generados 
en mezclas de tensioactivo-disolvente orgánico-agua están constituidos por 
agregados inversos de tensioactivo en los que las cadenas de las moléculas de 
ácido alquilcarboxílico o alcanol se encuentran en contacto con tetrahidrofurano 
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 y su grupo polar dirigido hacia el interior del agregado en contacto con agua. 
 
 En la Figura 2 se muestran ejemplos de diagramas de fases para la 
formación de disolventes supramoleculares inducidos por diferentes agentes 
coacervantes. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 2. Diagramas de fases para disolventes supramoleculares inducidos por (A) 
temperatura, (B) ácido, (C,D) sales y (E) disolvente. Regiones: L-L: líquido-
líquido (correspondiente a la formación del disolvente supramolecular), L: 
líquido; L-S: líquido-sólido, E: emulsión y SV: suspensión vesicular. 
 
2.2. Capacidad de solubilización y concentración 
 
Los disolventes supramoleculares tienen la capacidad de solubilizar y 
concentrar una gran variedad de sustancias químicas mediante su incorporación 
en los agregados de tensioactivo que constituyen dichos disolventes, lo que 
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permite utilizarlos para la extracción de analitos de muy diferente naturaleza a 
partir de muestras tanto líquidas como sólidas. 
 
La capacidad de solubilización de un disolvente supramolecular viene 
dada por la fuerza de las interacciones analito-tensioactivo y el número de 
centros de solubilización del disolvente. Cuanto mayor es la fuerza de las 
interacciones y el número de centros de solubilización mayor es la capacidad de 
solubilización del disolvente. Las interacciones más fuertes son las interacciones 
electrostáticas, seguidas de los enlaces por puentes de hidrógeno, que son del 
mismo orden que las interacciones -catión, seguidas de las interacciones 
dipolo-dipolo y de dispersión. Las interacciones dipolo-dipolo y de dispersión se 
producen en todos los tipos de disolventes supramoleculares, 
independientemente de su naturaleza. Sin embargo, la solubilización mediante 
formación de puentes de hidrógeno sólo se produce en disolventes constituidos 
por tensioactivos con grupos donadores o aceptores de protones (ej. grupos 
carboxílico y/o carboxilato, alcoholes, etc.) y la solubilización mediante 
interacciones electrostáticas, en disolventes constituidos por micelas de 
tensioactivos iónicos o de micelas mixtas de tensioactivos no iónicos-iónicos. No 
obstante, la presencia de elevadas concentraciones de ácidos o sales 
generalmente necesarias para la coacervación de disoluciones de tensioactivos 
iónicos disminuye considerablemente la fuerza de las interacciones 
electrostáticas en este tipo de disolventes. Finalmente, los disolventes 
constituidos por tensioactivos catiónicos, mezclas de tensioactivos no iónicos y 
catiónicos, tensioactivos anfóteros y los inducidos por sales de tetrabutilamonio 
pueden solubilizar compuestos aromáticos mediante interacciones específicas 
del tipo -catión.  
 En cuanto al número de centros de solubilización, éste viene 
determinado por la estructura molecular del tensioactivo que constituye el 
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disolvente supramolecular y las condiciones experimentales usadas en su 
síntesis. En la Tabla 1 se muestra la concentración de tensioactivo para 
disolventes supramoleculares constituidos por tensioactivos con diferente 
estructura química. El disolvente supramolecular con la concentración de 
tensioactivo más baja y por lo tanto, con un menor número de centros de 
solubilización,  es el constituido por tensioactivo no iónico, mientras que los que 
contienen concentraciones más altas son los que se forman a partir de ácidos 
alquilcarboxílicos inducidos por agua o sales de tetrabutilamonio. 
 
Tabla 1. Concentración de tensioactivo en disolventes supramoleculares 
constituidos por tensioactivos con diferente estructura química.  
Tensioactivo Agente coacervante 
Concetración de tensioactivo en 
el disolvente supramolecular 
(mg µL-1)  
Triton X-114 Temperatura 0,09a 
Dodecilsulfato sódico Ácido 0,2b 
Ácidos alquilcarboxílicos Agua 0,25-0,75c 
 Sales de 
tetrabutilamonio  
1,0d 
Referencias: a[18], b[7], c[16], d[15] 
 
Las condiciones experimentales que influyen en el número de centros de 
solubilización varían en función del tipo de disolvente, para los disolventes 
supramoleculares de tensioactivos no iónicos polioxietilados, la concentración de 
tensioactivo aumenta a medida que aumenta la diferencia entre la temperatura 
de operación y la temperatura crítica para la separación de fases. En el caso de 
disolventes supramoleculares de tensioactivos aniónicos, un aumento en la 
concentración de ácido da lugar a disolventes más concentrados. Finalmente, en 
los disolventes de ácidos alquilcarboxílicos y alcanoles inducidos por agua, a 
medida que aumenta el porcentaje de disolvente orgánico usado en la síntesis 
aumenta la cantidad de disolvente orgánico y agua que se incorpora al 
                                                                                                      Parte II 
 
- 155 - 
disolvente supramolecular y por lo tanto, disminuye la concentración de 
tensioactivo. 
 
El factor de concentración obtenido con el uso de disolventes 
supramoleculares es tanto mayor cuanto mayor es la recuperación obtenida y la 
relación volumen de muestra líquida o cantidad de muestra sólida/volumen de 
disolvente supramolecular usada. El volumen de disolvente supramolecular 
generado depende fundamentalmente de la cantidad de tensioactivo utilizado 
para su síntesis. Para concentraciones de tensioactivo de hasta al menos el 4%, 
el volumen de disolvente aumenta linealmente con la cantidad de tensioactivo 
con independencia de la naturaleza del tensioactivo utilizado. Otros factores 
como la temperatura o la fuerza iónica en el caso de disolventes de 
tensioactivos no ionicos alquil etoxilados y alquilfenol etoxilados, y la 
concentración de disolvente orgánico en el caso  de disolventes constituidos por 
agregados inversos de ácidos alquilcarboxílicos o alcanole,s también influen en 
el volumen de disolvente supramolecular obtenido. En este último caso, existe 
una dependencia exponencial entre el volumen de disolvente generado y la 
concentración de disolvente orgánico usado en la síntesis. 
 
2.3. Procedimientos de extracción 
 
La extracción de muestras líquidas se lleva a cabo mediante la síntesis 
del disolvente supramolecular en la propia muestra adicionando a la misma una 
cantidad adecuada de tensioactivo y estableciendo las condiciones 
experimentales requeridas para la coacervación. Los volúmenes de muestra 
usados generalmente varían entre 10 y 100 mL y la concentración de 
tensioactivo en la muestra entre el 0.1 y el 2%. La extracción de los analitos en 
el disolvente supramolecular se favorece mediante agitación y la separación del 
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extracto supramolecular de la disolución en equilibrio se acelera mediante 
centrifugación. 
 
 Los extractos más densos que sus disoluciones en equilibrio, como es el 
caso de los extractos obtenidos cuando se usan disolventes supramoleculares 
inducidos por temperatura [18-21], se recuperan enfriando el tubo que los 
contiene para aumentar su viscosidad y adherencia, y decantando la disolución 
sobrenadante. El agua residual sobre el extracto se elimina usando una 
corriente de nitrógeno. Estos extractos son muy viscosos, por lo que es 
necesario llevar a cabo su dilución con disolventes orgánicos antes de su 
introducción en los sistemas cromatográficos o electroforéticos. Por el contrario, 
los extractos obtenidos usando disolventes inducidos por ácidos, sales y 
disolventes son menos densos que sus disoluciones en equilibrio [7, 13, 15, 16], 
lo que facilita su recuperación, y además, son menos viscosos que los inducidos 
por temperatura por lo que no es necesaria su dilución. 
 
El procedimiento más utilizado para la extraccion de muestras sólidas 
implica la formación del disolvente supramolecular en una disolución en contacto 
con la muestra. La cantidad de muestra usada generalmente varía entre 0.1 y 1g 
y las concentraciones de tensioactivo en la disolución donde se produce su 
síntesis son similares a las usadas en la extracción de muestras líquidas. 
Recientemente, se ha propuesto el uso de disolventes supramoleculares 
previamente sintetizados para la extracción de muestras sólidas con excelentes 
resultados en la extracción de residuos de principios farmacéuticos de uso 
veterinario en carnes [22] y pescados de piscifactoría [23]. 
 
2.4.   Análisis de los extractos  
La técnica más utilizada para determinar compuestos orgánicos en los 
extractos obtenidos usando disolventes supramoleculares ha sido la 
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cromatografía líquida (LC) debido a la compatibilidad existente entre dichos 
extractos y las fases móviles usadas en esta técnica cromatográfica. Cuando el 
disolvente supramolecular entra en contacto con fases móviles con un elevado 
contenido en disolvente orgánico (> 60%) las moléculas de tensioactivo se 
desagregan rápidamente, y por lo tanto, la presencia de dicho disolvente no 
afecta a la separación cromatográfica de los analitos. Sin embargo, en fases 
móviles con un elevado contenido en agua, los agregados de tensioactivo actúan 
como una tercera fase que en determinadas ocasiones favorece la separación de 
los analitos, pero generalmente afecta negativamente a la resolución 
cromatográfica. Para evitar este problema se diluyen los extractos 
supramoleculares con disolventes orgánicos antes de su introducción en el 
sistema cromatográfico. 
 
La detección de los analitos generalmente se realiza fotométricamente 
aunque también se han utilizado detectores fluorimétricos y más recientemente, 
de espectrometría de masas. Cuando se utilizan detectores fotométricos y el 
tensioactivo que constituye el disolvente supramolecular contiene grupos 
cromóforos (ej. anillos aromáticos, grupos carboxilato, etc.), los tiempos de 
retención de tensioactivo y analitos deben ser diferentes para evitar la 
interferencia del disolvente supramolecular en la detección de los compuestos de 
interés. En espectrometría de masas, la coelución del tensioactivo con los 
analitos produce la supresión de la ionización de estos últimos, por lo que 
también en este caso es fundamental que el tesioactivo se encuentre 
perfectamente separado de los analitos. Además, el eluido de tensioactivo no 
debe introducirse en la fuente de ionización para evitar que la elevada 
concentración de tensioactivo presente en dicho eluido la contamine. 
 
Los analitos en extractos supramoleculares no pueden determinarse 
directamente mediante cromatografía de gases debido fundamentalmente a la 
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baja volatilidad de los tensioactivos que constituyen el disolvente supramolecular. 
Se han propuesto dos estrategias para superar este problema de compatibilidad. 
La primera consiste en la eliminación del tensioactivo previa a la inyección del 
extracto en el cromatógrafo de gases usando una columna de intercambio 
catiónico [24] o dos columnas consecutivas de gel de sílice y fluorisil [25] o 
reextrayendo los analitos en un disolvente inmiscible con agua utilizando 
microondas o ultrasonidos [26-28]. La segunda estrategia propuesta implica la 
derivatización del tensioactivo para transformarlo en un compuesto volátil que se 
separa de los analitos en la columna cromatográfica [29]. 
 
 La extracción con disolventes supramoleculares también se ha utilizado 
en combinación con la electroforesis capilar (capillary electrophoresis, CE) [30], 
siendo la adsorción del tensioactivo en las paredes del capilar, con la 
consiguiente pérdida de resolución electroforética y precisión en la determinación 
de los analitos, el principal problema planteado. Dicha adsorción se puede evitar 
usando medios electroforéticos no acuosos [31]. También se ha propuesto la 
eliminación del tensioactivo mediante la reextracción en una disolución acuosa de 
los analitos en su forma iónica [32] o una vez derivatizados para aumentar su 
polaridad [33]. 
 
Finalmente, también se ha propuesto el uso de cromatografía 
electrocinética micelar (micellar electrokinetic chromatography, MEKC) [34] y 
electrocromatografía capilar (capillary electrochromatography, CEC) [35] para la 
determinación de compuestos orgánicos en extractos supramoleculares. En el 
caso de CEC es fundamental diluir los extractos con disolventes orgánicos para 
evitar la obstrucción del capilar. Los extractos introducidos en sistemas MECK 
también son diluidos para disminuir su viscosidad, generalmente usando etanol. 
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2.5.  Aplicaciones en extracciones analíticas 
 
Los disolventes supramoleculares se han usado para la extracción de una 
gran variedad de compuestos orgánicos en muestras de muy diferente 
naturaleza, siendo los disolventes de tensioactivos no iónicos polioxietilados para 
los que se han descrito más aplicaciones. Así, se han propuesto métodos con el 
uso de este tipo de disolventes para la extracción de PAHs [36-38], plaguicidas 
[27, 39-41] y compuestos bioactivos [42-45] en muestras medioambientales, 
biológicas y de alimentos. También se han usado para la extracción de colorantes 
[19], disruptores endocrinos [46] y fenoles [47], entre otros compuestos 
orgánicos. 
 
Aunque existe una gran variedad de tensioactivos no iónicos disponibles 
comercialmente, el Triton X-114 ha sido el más utilizado, seguido por el Triton X-
100 y Genapol X-080. En la mayoría de las aplicaciones se usan concentraciones 
de tensioactivo próximas al 1%, aunque en algunos casos, como en la extracción 
de compuestos bioactivos en muestras biológicas, son necesarios porcentajes de 
tensioactivo más elevados (3-10%)  para obtener extracciones cuantitativas. Las 
elevadas concentraciones de tensioactivo usadas tienen como resultado factores 
de concentración bajos y límites de detección elevados, generalmente del orden 
de los µg L-1, que no adecuados para determinadas aplicaciones (ej. 
determinación de contaminantes en muestras acuosas medioambientales). Los 
factores de concentración se pueden aumentar usando temperaturas muy 
superiores a la temperatura de punto de nube, condiciones en las que aumenta 
la concentración de tensioactivo en el disolvente y por lo tanto, la eficacia de la 
extracción. La adición de sales reduce la temperatura de punto de nube, 
posibilitando el uso de temperaturas de trabajo más bajas. 
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Los disolventes supramoleculares constituidos por agregados mixtos de 
tensioactivos no iónicos e iónicos proporcionan mayor eficacia para la  extracción 
de compuestos cargados que los disolventes de tensioactivos no iónicos. 
También en este caso el tensioactivo no iónico más utilizado ha sido el Triton X-
114, en conjunción con cetiltrimetilamonio (BrCTA) para la extracción de 
compuestos aniónicos y con DSS para la extracción de compuestos catiónicos. 
Esta estrategia se ha utilizado para extraer plaguicidas [48], compuestos 
bioactivos [48-50], colorantes [51], acidos húmicos y fúlvicos [52] y explosivos 
[53] en muestras biológicas y mediambientales. 
 
Entre los disolventes supramoleculares de tensioactivos iónicos, los 
obtenidos a partir de disoluciones de tensioactivos aniónicos mediante la adición 
de ácidos han sido los que han encontrado más aplicaciones. Estos disolventes se 
han utilizado para extraer PAHs [9-11], plaguicidas [54-56] y tensioactivos [57-
59] en muestras medioambientales. El principal inconveniente de este tipo de 
disolventes radica en las elevadas concentraciones de ácido a las que se produce 
la coacervación (concentraciones superiores a 3 M); pero para determinadas 
aplicaciones, la elevada acidez del extractante supone una ventaja. Este es el 
caso de la extracción de determinados analitos de muestras medioambientales 
sólidas como suelos, lodos y sedimentos. Así por ejemplo, se ha comprobado que 
la presencia de una elevada concentración de protones favorece la extracción de 
tensioactivos catiónicos en lodos mediante un mecanismo de intercambio iónico 
[58].  
 
Los disolventes inducidos por sales inorgánicas han encontrado sin 
embargo escasas aplicaciones, entre las que se cuentan la extracción de 
clorofenoles [13] y compuestos bioactivos [14]. En cuanto a las aplicaciones de 
los disolventes de ácidos alquicarboxílicos inducidos por sales de 
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tetrabutilamonio, éstas se han limitado a la extracción de disruptores endocrinos 
[60] y fenoles [61] en muestras acuosas medioambientales. 
 
 Finalmente, los disolventes de ácidos alquilcarboxílicos y alcanoles 
inducidos por agua se han utilizado fundamentalmente para la extracción de 
diferentes tipos de contaminantes en muestras acuosas medioambientales y en 
alimentos. Algunas de estas aplicaciones incluyen la extracción de PAHs [62], 
compuestos bioactivos [22, 23], colorantes [63], disruptores endocrinos [62-65], 
clorofenoles [17] y micotoxinas [66].  
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Abstract 
 
 A supramolecular solvent made up of vesicles of decanoic acid in the nano 
and micro scale regimes dispersed in a continuous aqueous phase is proposed 
for the extraction/preconcentration of benzimidazolic fungicides (BFs) from river 
and underground water samples prior to their determination by liquid 
chromatography (LC)/fluorimetry. The solvent is produced from the 
coacervation of decanoic acid aqueous vesicles by the action of 
tetrabutylammonium (Bu4N+). Carbendazim (CB), thiabendazole (TB) and 
fuberidazole (FB) are extracted on the basis of hydrophobic and -cation 
interactions and the formation of hydrogen bonds. The extraction provides high 
preconcentration factors (160 for CB and 190 for TB and FB), requires a short 
time (the procedure takes less than 20 min and several samples can be 
simultaneously processed) and a low sample volume (20 mL), and avoids the 
use of toxic organic solvents. Because of the absence of matrix interferences 
and the low viscosity of the extracts, these can be directly injected into the 
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chromatographic system without the need of cleaning-up or diluting them.  
Recoveries are not influenced by the presence of salt concentrations up to 1 M. 
The proposed method provides detection limits for the determination of CB, TB 
and FB in natural waters of 32, 4 and 0.1 ng L―1, respectively, and a precision, 
expressed as relative standard deviation (n=11) of 5.5% for CB (100 ng L―1), 
4.0% for TB (80 ng L―1) and 2.5% for FB (30 ng L―1). Recoveries obtained by 
applying this approach to the analysis of river and underground water samples 
fortified at the ng L―1 level are in the intervals 75-83%, 95-102% and 97-101% 
for CB, TB and FB, respectively.  
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1.   Introduction 
 
 One of the longest-standing problems facing the chemical laboratories is 
the continued reliance on the use of huge volumes of toxic, flammable, and 
environmentally damaging organic solvents. In this context, the search for 
alternative solvents has become a priority and much attention has recently been 
devoted to the quest for novel separation media. Supramolecular solvents, 
which are water immiscible liquids consisting of assemblies of amphiphiles 
dispersed in a continuous phase, show great promise as extractants of organic 
compounds from complex matrices [1].  
 
The formation of supramolecular solvents occurs through two well-
defined steps. First, amphiphiles aggregate to give supramolecular assemblies, 
such as aqueous or reverse micelles or vesicles, in a homogenous solution and 
then, coacervate in a second stage and produce water-immiscible liquids that 
separate from the bulk solution. The global process involves the sequential self-
assembly of amphiphiles at two scales, molecular and colloidal, the first mainly 
governed by the structure of the amphiphile and the solvent (aqueous or non-
aqueous) and the second requiring the action of an external stimuli, that is the 
coacervating agent, (e.g. temperature, electrolyte, pH, a non-solvent for the 
supramolecular assembly, etc). Both self-assembly and coacervation have long 
been known and independently used in many different areas [2-4]. Their 
combination to give supramolecular solvents from non-ionic surfactants was 
initially exploited in analytical extractions by Watanabe et al. in the 70´s [5] and 
the corresponding approach was named cloud point technique in the analytical 
literature. Since then, this approach has widely been applied to the extraction of 
hydrophobic contaminants in environmental aqueous samples [6-8] despite the 
detection problems caused by the extreme complexity of the commercial 
mixtures available for non-ionic surfactants, their low extraction efficiency for 
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polar compounds, the low concentration factors achieved, and in many cases, 
their unsuitability to extract thermally labile compounds.  
 
The outstanding properties of supramolecular solvents for extraction 
processes, mainly derived from the special structure and high concentration of 
the ordered aggregates that constitute them, has stimulated the interest for the 
development of new ones. However, we are far from obtaining designed 
supramolecular solvents because, although our comprehension of self-
assembling processes at different scales has notably improved [9], coacervation 
continuous being an intriguing and unpredictable phenomenon. Fortunately, 
there has been some progress in the last few years and supramolecular solvents 
made up of zwitterionic [10] and ionic [11,12] micelles have been developed 
that have succeeded in avoiding  many of the problems of coelution caused by 
non-ionic surfactants in LC and have permitted the extraction of pollutants from 
such complex matrices as sludge and soils [13,14]. Recently, supramolecular 
solvents made up of vesicles [15] and reverse micelles [16] of alkyl carboxylic 
acids have been reported and have marked a turning point with regard to the 
type of aggregates that constitute them, the variety of interactions they can 
establish with analytes and the high concentration of amphiphiles they contain.  
 
 This article deals with the evaluation of vesicle-based supramolecular 
solvents for the extraction and concentration of benzimidazole fungicides (BFs) 
from natural waters. These polar and thermally labile fungicides are used on a 
broad range of crops. The most extensively used BFs, i.e. benomyl, 
thiophanate-methyl, carbendazim, thiabendazole and fuberidazole, cause 
endocrine disruptive, carcinogenic and developmental/reproductive toxic effects 
at the low µg L―1 level [17, 18]. The three last ones persist in the environment 
for a long time; carbendazim has a half-life of months under aerobic and 
anaerobic conditions in soil and water [19] and benomyl and thiophanate-
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methyl are rapidly converted to carbendazim, which can be regarded as the 
environmentally relevant compound. The European Union has set a maximum 
permitted concentration of 0.1 µg L―1 for BFs in underground water. For surface 
water, this maximum concentration should be that no causing unacceptable 
impact on the viability of exposed species under field conditions [20]. 
 
 Determination of BFs is routinely carried out by liquid chromatography 
(LC) with fluorescence [21-24], UV [25-27] or mass spectrometric detection 
[26]. Solid phase extraction (SPE) [23,26, 28, 29] and  microextraction (SPME) 
[22], on-line supported liquid membrane (SLME), microporous membrane liquid-
liquid (MMLLE) [25] and cloud point extraction (CPE) [21] have been proposed 
to extract and concentrate BFs from aquatic environments. SPE requires large 
volumes of sample (>200 mL) and organic solvent (12-50 mL) and BFs losses 
occur during the evaporation of the extracts [26]. SPME, MMLLE and SLME 
require lower amount of sample (4-20 mL) and organic solvent however the 
procedure is time-consuming. Thus, enrichment rates of 0.6 times min―1 by 
SLME and 2.7 times min―1 by MMLLE have been reported [25], and SPME takes 
more than 1 hour to obtain a concentration factor of 80 [22]. The low 
concentration factor obtained by CPE (< 10) [21] makes this technique 
unpractical for the extraction of BFs from natural water. 
 
 In this research, a supramolecular solvent made up of vesicles of decanoic 
acid that undergo coacervation in the presence of tetrabutylammonium [15] is 
proposed for the development of a simple, robust and reliable method for the 
extraction of BFs in aquatic environments. The selection of the solvent was 
based on its capability to provide different type of interactions (hydrophobic, -
cation and hydrogen bonding) with analytes. A main asset of this solvent is the 
high concentration of decanoic acid (~1mg µL―1), and therefore of binding 
sites, it contains. Consequently, high extraction efficiencies can be achieved 
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using low solvent volumes which results in high concentration factors. 
Additionally, the solvent is produced from environmentally friendly and 
inexpensive biosurfactants and the coacervation occurs rapidly at room 
temperature. Below, the main results obtained are presented and discussed. 
 
2.   Experimental 
 
2.1.   Chemicals  
 
 All chemicals used were of high-grade and were used as supplied. 
Decanoic acid (DeA) and tetrabutylammonium chloride (Bu4NCl) were purchased 
from Fluka (Madrid, Spain). Tetrabutylammonium hydroxide (Bu4NOH, 40% 
w/v) was supplied by Aldrich (Milwaukee, WI, USA) and benzimidazolic 
fungicides [BFs; carbendazim (CB), thiabendazole (TB) and fuberidazole (FB)] 
were obtained from Riedel-de Haën (Seelze, Germany). Stock solutions of each 
fungicide were prepared in methanol at a concentration of 200 mg L―1 and 
stored in dark glass bottles at 4ºC.  Under these conditions, they were stable for 
at least 3 months. A working solution containing 40 mg L―1 CB, 20 mg L―1 TB 
and 0.4 mg L―1 FB was prepared daily from the stock solutions by dilution with 
methanol. A Bu4NCl solution (1 M) was prepared in distilled water. HPLC-grade 
methanol was supplied by Panreac (Sevilla, Spain) and ultra-high-quality water 
was obtained from a Milli-Q water purification system (Millipore, Madrid, Spain).  
 
2.2. Apparatus 
 
 The liquid chromatographic system used consisted of a TermoQuest 
Spectra System (San Jose, CA, USA) furnished with a P4000 quaternary pump, 
a SCM 1000 vacuum membrane degasser, an AS3000 autosampler and a 
FL3000 fluorescence detector. The stationary–phase column was a Kromasil C18 
(5 μm, 150 mm x 4.6 mm) from Analisis Vinicos (Tomelloso, Madrid). A 
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magnetic stirrer Basicmagmix from Ovan (Barcelona, Spain) and a digitally 
regulated centrifuge Mixtasel from JP-Selecta (Abrera, Spain) were used for 
sample preparation. The volume of supramolecular solvent was measured with 
a digital calliper from Medid Precision, S.A. (Barcelona). Centrifuge tubes with 
narrow necks (Figure 1) were designed by authors in order to make easier the 
measurement and collection of the solvent after extraction. Pobel S.A. (Madrid, 
Spain, web page: www.pobel.com) constructed them from commercial heavy-
duty glass cylindrical centrifuge tubes with round-bottom (ref. 159050) by 
keeping their basic structure at the bottom (34 mm of outside diameter) but 
reducing the diameter from a specified height, which depended on the required 
tube capacity. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1.   Schematic picture of the glass centrifuge tube used for the extraction of BFs. 
 
2.3. Sample collection and preservation 
 
River water samples were taken from two different streams 
(Guadalquivir and Rabanales) flowing by Córdoba city in the South of Spain. 
4
0
 m
m
 
34 mm (o.d.) 
6
0
 m
m
 
7 mm (i.d.) 
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Underground waters were collected in three wells located in Jaén, Montilla and 
Córdoba cities. All samples were collected in dark glass containers in May 2008 
and filtered through 0.45 μm nylon filters (Millipore HNWP, Bedford, MA,USA) in 
order to remove suspended particles. Then, they were adjusted to pH 2 by the 
addition of concentrated hydrochloric acid and stored at 4ºC under light 
protection until analysis. 
 
2.4. Coacervative extraction  
 
 The pH of water samples (20 mL) was adjusted to about 5 by the addition 
of 2 M sodium hydroxide. Then, the samples were transferred to the centrifuge 
tubes (Figure 1) and 100 mg of decanoic acid, 185 mg of Bu4NOH (40% w/v) 
and 1 mL of Bu4NCl (1 M) were added. The mixture was centrifuged at 3500 
rpm for 10 min to make easier the formation of the supramolecular solvent, 
stirred for 2 min at 1300 rpm to favour analyte extraction and centrifuged again 
at 3500 rpm for 5 min to accelerate phase separation. The volume of the 
supramolecular solvent (100 µL), which was standing in the narrow neck of the 
centrifuge tube, was calculated by measuring its height with a digital calliper. 
Then, it was withdrawn using a microsyringe, transferred to an autosampler 
vial, and an aliquot (20 μL) injected into the liquid chromatographic system.  
 
 2.5. Liquid chromatography/fluorescence detection 
 
 BFs were separated and quantified by LC-fluorescence detection using 
isocratic elution and wavelength programming. The mobile phase consisted of 
60/40 (v/v) 50 mM phosphate buffer (pH=4)/methanol at a flow rate of 1 mL 
min–1. Fluorescence measurements were performed at 286/320 nm (time = 0-9 
min) and 300/350 nm (time 9-15 min) excitation/emission wavelengths, 
respectively. These wavelengths were selected on the basis of the excitation 
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and emission spectra obtained for each of the target analytes solubilised in the 
mobile phase. Calibration curves were run from standards dissolved in 
methanol. Linearity was obtained in the ranges 20-2000 µg L–1  for CB, 2.5-3000 
µg L–1 for TB and 0.1-200 µg L–1 for FB. No differences were detected in peak 
areas or retention times for the analytes injected in the supramolecular solvent 
or methanol.  
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Supramolecular solvent-based extraction of benzimidazolic 
fungicides 
 
3.1.1. Solvent description  
 
The supramolecular solvent is produced from aqueous mixtures of 
protonated (DeA) and deprotonated (De―) decanoic acid in the presence of 
tetrabutylammonium cation (Bu4N+), as it is schematically shown in Figure 2. In 
an aqueous solution, DeA and De― molecules assemble as small water-soluble 
vesicles. The amount and stability of these molecular aggregates are maximal at 
decanoic acid/decanoate molar ratios of ca. 1 since, in addition to the 
hydrophobic force, the hydrogen bonds between the polar groups of carboxylic 
and carboxylate molecules are a major force driving their self-assembly. The 
addition of Bu4N+ to aqueous suspensions of these aggregates results in the 
formation of larger vesicles made up of DeA and Bu4NDe. The negative-charged 
group of De― molecules forming these vesicles is neutralized by Bu4N+, avoiding 
repulsive electrostatic interactions between them and favouring the formation of 
vesicles of higher aggregation number. The non-water soluble aggregates 
formed separate from the aqueous solution as an immiscible liquid with lower 
density that water. The supramolecular solvent thus produced consists of 
unilamellar vesicles dispersed in a continuous aqueous phase [15]. Therefore, 
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as typical in coacervation processes, there exists a remarkable situation in which 
two largely aqueous phases (the supramolecular solvent and the aqueous 
equilibrium solution) do not freely mix [3].  
Homogeneous aqueous 
suspension of DeA-De- vesicles
Bu4N
+
Supramolecular solvent consisting of 
DeA-Bu4NDe vesicles
10-200 nm
Aqueous solution of
DeA, De- and Bu4N
+
–
(A)
(B)
+
 
A
B
B
(C)
 
Figure 2. Schematic picture showing the production of the supramolecular solvent. The 
aggregates formed in the absence (A) and presence (B) of Bu4N+ are also drawn. (C) 
Light microscopy (bright field) micrograph corresponding to a supramolecular solvent 
obtained from 0.15 M of decanoic acid and 0.075 M Bu4NOH.  
 
Two factors should be considered from a practical point of view. First, 
extractions should be carried out at neutral or slightly acid or basic pH values 
since the amount of vesicles, and accordingly of supramolecular solvent, is 
maximal in the pH range = 7 ±1, where 7 is the (pKa)apparent of decanoic acid 
molecules as inserted in the vesicle [30]. Second, the formation of vesicles in 
aqueous solution before adding Bu4N+ is not essential to produce the 
supramolecular solvent. In fact, the hydrotropic character of these cations [31] 
accelerates the solubilisation of DeA/De― mixtures and, consequently, the 
coacervation process. The supramolecular solvent is thus instantaneously 
formed in the presence of Bu4N+ without the need of sonication.  
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 The aggregates in the supramolecular solvent are expected to efficiently 
extract benzimidazolic fungicides (BFs) according to their structure and the 
parameters related to their extraction (see Table 1). Major interactions expected 
to be the driving forces for extraction are: (1) hydrophobic ones between the 
hydrocarbon chain of decanoic acid and the aromatic rings of BFs, (2) hydrogen 
bonds between the carboxylate/carboxylic acid groups of vesicles and the 
hydrogen bond donors (NH) and acceptors (N, O, S) of pesticides, and (3)      
-cation interactions between the aromatic rings of analytes and the quaternary 
ammonium group of Bu4N+. 
 
Table 1. Chemical structures, octanol-water partition coefficients (log Kow), ionization 
constants (pKa) and numbers of donor and acceptor groups for benzimidazolic fungicides 
General  
structure 
Benzimidazolic 
fungicide 
R aLog Ko/w apKa 
bH Donor and 
acceptor sum 
      
 
 
 
 
 
Carbendazim 
(CB) 
 
1.5 4.2 7 
Thiabendazole 
(TB) 
 
2.5 4.6 4 
Fuberidazole 
(FB) 
 
2.7 4.0 4 
aObtained from the ChemIDplus Lite database. Available from: http://toxnet.nlm.nih.gov 
bCalculated using the Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Sofware V8.14 for Solaris 
 
3.1.2. Optimization  
 
Optimal conditions for the extraction of BFs were investigated by 
changing each variable in turn while keeping the other constants. All the 
experiments were carried out at a decanoate/decanoic acid molar ratio of 1 by 
mixing decanoic acid and Bu4NOH at a molar ratio of 2. Actual concentration 
factors (P) were used as a criterion for optimization. They were calculated from 
O
S
N
NH C
O
O CH3H
RN
N
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recoveries (R) and phase volume ratios [sample volume (Vs)/ coacervate volume 
(VC)]. Measurements were made in triplicate. Conditions giving maximal P were 
selected provided that recoveries were above 70%, as it has been 
recommended for the extraction of pollutants from environmental samples [32-
34].  The influence of such variables as decanoic acid concentration (0.1-1%), 
decanoic acid:Bu4NOH:Bu4NCl molar ratio (2:1:1- 2:1:6), ionic strength (0.001–
1.0 M), temperature (25-80ºC), stirring rate (500-1500 rpm) and extraction 
time (2-60 min) on  the recoveries and actual concentration factors obtained for 
CB, TB and FB was investigated in the ranges specified in parenthesis.  
 
 The amount of supramolecular solvent used for extraction, expressed as 
the concentration of decanoic acid used for its production, greatly influenced 
the recoveries obtained for BFs (Table 2). The extraction efficiency was clearly 
dependent on analyte hydrophobicity although hydrogen bonds between 
fungicides and the supramolecular solvent probably contributed to analytes 
solubilization. Recoveries above 70% were obtained at percentages of decanoic 
acid as low as 0.5%. As usual, the volume of supramolecular solvent increased 
linearly with the amount of carboxylic acid (slope of the straight line: 1.04±0.05 
µL mg―1). Consequently, although recoveries for BFs increased as the amount 
of decanoic acid did, the corresponding actual concentration factors decreased 
(Table 2). A decanoic acid concentration of 0.5% was selected as optimal 
because it provided the best actual concentration factors (between 137 and 
187) for recoveries higher than 70%. 
 
 The possibility of increasing recoveries for BFs through -cation interaction 
with tetrabutylammonium was investigated. For this purpose, different amounts 
of tetrabutylammonium chloride (Bu4NCl) were added to solutions containing 
decanoic acid and Bu4NOH at a molar ratio of 2. 
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Table 2. Mean percent recoveries and actual concentration factors obtained for 
benzimidazolic fungicides as a function of the percentage of decanoic acid used for 
coacervation 
  Recovery±sa (%)  Actual concentration factor 
Decanoic acid 
(%) 
CB TB FB  CB TB FB 
0.10 23±1 36±1 40±1  219 341 380 
0.15 28±2 48±2 54±3  181 311 344 
0.20 35±1 55±5 65±7  166 263 311 
0.30 47±2 67±1 83±1  151 215 265 
0.35 54±4 72±4 89±3  149 199 245 
0.40 60±1 77±1 94±1  145 185 227 
0.50 71±1 85±1 97±2  137 164 187 
0.70 83±1 93±1 103±3  114 128 141 
1.00 95±1 97±7 104±1  91 93 99 
Bu4NOH (M)/Decanoic acid (M) = 0.5 
an=3 
  
 
 The decanoic acid:Bu4NOH:Bu4NCl molar ratios tested varied from 2:1:1 to 
2:1:6. It was checked that the addition of Bu4NCl did not modify the volume of 
the supramolecular solvent and, accordingly, the actual concentration factors 
increased as the recoveries did. Table 3 shows the main results obtained. 
Recoveries for TB/FB and CB were quantitative and higher than 80%, 
respectively, at a decanoic acid:Bu4NCl  molar ratio of 2, which permitted to get 
concentration factors between 160 and 190. So, these were the experimental 
conditions selected for extraction. Further increase in the amount of Bu4NCl 
caused a decrease in recoveries, probably due to the higher solubility of BFs in  
water in the presence of an excess of Bu4N+.  
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 The influence of the ionic strength was investigated by extracting the 
analytes from aqueous solutions containing NaCl at concentrations in the 
interval 0.001-1 M. No effect on the recoveries obtained for BFs or the 
coacervate volume was observed over the whole salt concentration range 
tested. 
 
  
 The stirring rate influenced the extraction kinetics of BFs by the 
coacervate. Equilibrium conditions were reached in 2 min provided that the 
sample was stirred at a rate above 1300 rpm. At such short time, the recoveries 
were only 56±3% for CB, 58±9% for TB and 65±4% for FB as the stirring rate 
was 500 rpm. 
 
 No effect of the temperature on the efficiency of the extraction of BFs 
within the interval 20-40°C was observed. Recoveries decreased at higher 
temperatures (e.g. 64±2% for CB and 80±1% for TB at 60°C and 87±2% for 
FB at 80°C) due to the thermodegradation of analytes.  
 
Table 3. Effect of the addition of tetrabutylammonium chloride (Bu4NCl) on the mean 
percent recoveries and actual concentration factors obtained for benzimidazolic 
fungicides  
Decanoic:Bu4NOH:Bu4NCl 
 molar ratio 
 Recovery±sa (%)  Actual concentration factor 
CB TB FB  CB TB FB 
2:1:1 72±6 87±3 96±2  139 168 184 
2:1:2 77±1 92±4 97±1  149 177 187 
2:1:3 83±4 97±4 99±1  160 187 190 
2:1:4 83±1 98±2 99±2  160 188 190 
2:1:5 77±4 88±1 101±2  148 170 195 
2:1:6 70±8 85±4 100±3  136 164 194 
Decanoic acid: 0.029 M 
an=3 
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 A practical aspect to consider is the volume of water sample to analyse, 
because although it does not influence recoveries or concentration factors, it 
determines the volume of supramolecular solvent obtained at a given surfactant 
concentration. Our criterion was to get around 100 μL of coacervate per sample, 
which permitted 2-3 different chromatographic runs in a reliable way (20 μL 
each injection). So, considering the composition of the supramolecular solvent 
(around 1 mg of decanoic acid per µL) and the percentage of decanoic acid 
proposed for BFs extraction (0.5%), a minimal volume of sample of 20 mL 
should be treated.  
 
3.2. Analytical features 
 
 The sensitivities, expressed as the slope of the calibration curves obtained 
by LC/fluorescence, were 2.44±0.03 pg―1, 15.1±0.1 pg―1 and 351±1 pg―1 for 
CB, TB and FB respectively. Linearity was obtained in the ranges 0.4-40 ng for 
CB, 0.05-60 ng for TB and 0.002-4 ng for FB (correlation coefficient= 0.9998, 
0.99993 and 0.999990, respectively). The practical detection limits [35] were 
calculated from six independent complete analysis of blank river and 
underground water samples by using a signal-to-noise ratio of 3 (the ratio 
between the peak areas for each BF and peak area of noise). Since no 
significant differences in the noise measured for river and underground water 
were observed, the same detection limits were obtained for both type of 
samples; 32 ng L―1 for CB, 4 ng L―1 for TB and 0.1 ng L―1 for FB. By using the 
proposed method, river and underground waters containing CB, TB and FB in 
the intervals 0.1-10 µg L―1, 0.01-16 µg L―1 and 0.0003-1 µg L―1 (quantitation 
limit calculated using a signal-to-noise ratio of 10) can be quantified. 
Differences in detection and quantitation limits for BFs were a consequence of 
the differences in the instrumental sensitivities for each analyte and, in a lesser 
extent, of the different preconcentration factors achieved for them (i.e. 190 for 
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TB and CB and 160 for CB). Extractions were also quantitative for BFs in river 
and underground waters at concentrations above the linear range (e.g. 50, 80 
and 5 µg L―1 for CB, TB and FB) showing the high capacity of the solvent for 
the extraction of these analytes.  
 
 The precision was assessed by applying the whole analytical process to 11 
independent water samples spiked with 100 ng L―1 of CB, 80 ng L―1 of TB and 
30 ng L―1 of FB. The relative standard deviations were 5.5% for CB, 4.0% for 
TB and 2.5% for FB. 
 
 The possible interference of matrix components was evaluated by 
comparison of the slopes of the calibration curves (n=7) obtained from 
standards in distilled water with those obtained from river and underground 
water samples fortified with known amounts of BFs. The slopes of the 
calibration curves performed in distilled water were 6.25±0.07, 60.275±0.002 
and 1377±4 L ng―1 for CB, TB and FB, respectively. No statistically significant 
differences between these slopes and those obtained from the environmental 
samples tested (two river and three underground water samples) were 
observed by applying a Student t test [36]. The experimental t-values were in 
the interval 0.077-0.999 and were below the critical t-value (3.169, significant 
level = 0.01). 
 
3.3. Analysis of natural waters 
 
 The feasibility of the proposed method to determine BFs in natural waters 
was demonstrated by analysing both non-fortified and fortified samples from 
two rivers and three wells located in Andalusia (Spain). No BFs were present in 
the non-spiked samples at detectable concentration levels. Results obtained for 
samples fortified with CB, TB and FB at two concentration levels are listed in 
                                                                                                   Parte II 
 
 
- 185 - 
Table 4. Recoveries obtained were similar to those found for spiked distilled 
water samples; they ranged in the intervals 75-83%, 95-102% and 97-101%  
for CB, TB and FB, respectively, with standard deviations of the percent 
recovery varying between 1 and 7%. Figure 3 shows the chromatograms 
obtained from a standard solution (A) and fortified Rabanales river (B) and 
Córdoba underground (C) water samples. 
 
 
 
 
Table 4. Recovery of benzimidazolic fungicides from spiked river and underground water 
samples 
Sample 
location 
Concentration 
added 
(ng  L―1) 
 
Concentration foundasb 
(ng  L―1) 
 
Recoverysb (%) 
CB TB FB  CB TB FB  CB TB FB 
River water    
        
Rabanales 100 
150 
40 
100 
4 
30 
 81 1 
118  8 
39  2 
98  5 
3.9  0.1 
30.4  0.6 
 81  1 
79  5 
98  4 
98  5 
98  3 
101  2 
Gualdalquivir 100 
150 
40 
100 
4 
30 
 80  5 
124  4 
40  2 
102  5 
4.0  0.1 
29.1  0.6 
 80  5 
83  3 
101  5 
102  5 
100  3 
97  2 
Underground 
water 
   
 
   
 
   
Córdoba 100 
150 
40 
100 
4 
30 
 
82  3 
113  3 
38  1 
98  2 
3.9  0.1 
30  1 
 
82  3 
75  2 
95  3 
98  2 
97  2 
99  3 
Jaén 100 
150 
40 
100 
4 
30 
 
80  2 
124  3 
40  3 
99  4 
4.0  0.1 
30  1 
 
80  2 
83  2 
99  7 
99  4 
100  2 
100  4 
Montilla 
100 
150 
40 
100 
4 
30 
 
78  1 
118  3 
38.3  0.4 
97  2 
3.9  0.1 
30.3  0.3 
 
78  1 
78  2 
96  1 
97  2 
97  2 
100  1 
Volume of sample = 20 mL 
aMean of three independent determinations 
bStandard deviation 
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Figure 3.  LC/fluorescence chromatograms obtained from (A) a standard solution and 
(B) Córdoba underground and (C) Rabanales river water samples.  [CB] = 500 ng L―1, 
[TB] = 300 ng L―1 and  [FB] = 30 ng L―1.  
 
4. Conclusions 
 
 The results here obtained prove that the supramolecular solvent based on 
vesicles of decanoic acid is a good extractant of benzimidazolic fungicides from 
natural waters. By using conventional reagents and lab equipment and a 
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procedure that is within everyone´s reach, one can extract polar pesticides in a 
simple way.  The high concentration of decanoic acid in the extractant phase (~ 
1 mg μL―1) and the capability of analyte solubilization of the vesicles permit the 
favourable partition of analytes from environmental water using a quite low 
volume of supramolecular solvent (100 µL). Consequently, actual concentration 
factors around 150-200 are easily obtained using a single-step extraction 
without the need of solvent evaporation. Equilibrium conditions are rapidly 
established, the whole extraction takes about 20 min and several samples can 
be simultaneously extracted, so sample throughput will mainly depend on the 
chromatographic analysis of the target compounds.  
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Abstract 
 
 Solvents used in microextraction require high solubilising capability to 
efficiently extract the target compounds. In this article, nanostructured solvents 
made up of alkyl carboxylic acids (ACAs) aggregates are proposed for the 
efficient microextraction of acidic pesticides from natural waters. The target 
compounds were chlorophenoxy acid herbicides (CPAHs) widely used in 
agriculture, forestry and gardening (viz. 2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T and 
MCPB). The supramolecular solvents (SUPRASs) tested were generated from 
solutions of reverse micelles of octanoic (OcA), decanoic (DeA) and dodecanoic 
(DoA) acid in THF by the addition of water, which acted as the coacervating 
agent. The DeA-based SUPRAS was the most efficient extractant for CPAHs; 
actual concentration factors (ACFs) of 260 for 2,4-D, 290 for MCPA, and 400 for 
MCPP, 2,4,5-T and MCPB were obtained. The explanation for so high ACFs can 
be found in the extremely efficient retention mechanisms that the DeA-based 
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SUPRAS provides for CPAHs (i.e. formation of hydrogen bonds and hydrophobic 
interactions), and the high number of binding sites that it contains (i.e. the 
concentration of biosurfactant in the SUPRAS was 0.56 mg µL―1). Both 
characteristics permitted to effectively extract the target analytes in a low 
volume of solvent (about 2 µL of solvent per mL of sample). Others assets of 
the proposed supramolecular solvent-based microextraction (SUSME) approach 
included recoveries no dependent on matrix composition, rapidity (sample 
treatment spent about 15 min), use of low volume of sample (63 mL per 
analysis) and simplicity (no special lab equipments was needed). Combination 
with liquid chromatography/ion-trap mass spectrometry [LC-(IT)MS] afforded 
method quantitation limits for CPAHs within the interval 22-30 ng L―1. The 
precision of the method, expressed as relative standard deviation (n=11, 
[CPAH] = 200 ng L―1), was in the range 2.9-5.8%.The applicability of the 
method to the analysis of natural waters was assessed by determining the 
target analytes in fortified river and underground water samples. 
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1.   Introduction 
 
The world of analytical chemistry increasingly involves smaller scales and 
miniature devices. In this context, miniaturization of classical liquid-liquid and 
liquid-solid extraction techniques with the aim of decreasing the volume of 
organic solvents used and providing fast, easy to use and inexpensive extraction 
approaches is a strong trend in sample treatment [1]. Strategies as single-drop 
and related low-volume microextractions are increasingly gaining acceptance in 
analytical labs. 
 
Supramolecular solvents (i.e. nanostructured liquids generated from 
amphiphilic molecules by self-assembly processes) have outstanding properties 
to be used at the microscale for analytical extractions [2,3]. Thus, they are 
made up of three-dimensional aggregates with regions of different polarity that 
offer a number of interactions for analyte solubilisation (i.e. ionic, hydrogen 
bond, π-cation, dipole-dipole, hydrophobic, etc.) that making them suitable for 
the extraction of organic compounds in a wide polarity range. On the other 
hand, the large concentration of surfactant and, therefore, of binding sites they 
contain, permits to achieve high enrichment factors using low solvent volumes. 
This aspect is of interest to deal with the decreasing legislative limit established 
by regulatory agencies related with environmental and food contaminants. 
 
 In this research, the capability of SUPRASs generated from reverse 
micelles of alkyl carboxylic acids (ACAs) [4] for the microextraction of acidic 
pesticides in natural waters was firstly investigated. The acidic pesticides 
selected to perform this study were chlorophenoxy acid herbicides (CPAHs, 
Table 1) widely employed for weed control in agriculture, forestry and 
gardening [5]. CPAHs are water soluble compounds and show low volatility and 
adsorptivity on soil particles; consequently, they can easily enter surface  
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 and underground waters through natural drainage or infiltration. 
Table1. 
Chemical structures, octanol-water partition coefficients (log Ko/w) and ionization 
constants (pKa) for CPAHs 
Chlorophenoxy acid 
herbicide 
 
Chemical structure 
 
Log Kow 
 dpKa 
       
2,4-D  
2,4-Dichlorophenoxy acetic 
acid 
 
Cl Cl
OCH2COOH
 
 a2.4  3.0 
MCPA 
4-Chloro-2-methylphenoxy 
acetic acid 
 
Cl
OCH2COOH
CH3
 
a2.8  3.1 
MCPP 
2-(4-Chloro-2-
methylphenoxy) propanoic 
acid 
 
Cl
OCHCOOH
CH3
CH3
 
b3.1  3.2 
2,4,5-T 
2,4,5-Trichlorophenoxy 
acetic acid 
 
 
Cl
OCH2COOH
Cl
Cl
 
b3.3  2.9 
MCPB 
4-(4-Chloro-2-
methylphenoxy) butanoic 
acid 
 
  
Cl
OCH2CH2CH2COOH
CH3
 
c3.3  4.6 
      
aObtained from Tomlin CDS (ed) (2000). The pesticide manual, 12th edn. British Crop Protection 
Council, Farnham. 
bObtained from the ChemIDplus Lite database. Available from http://toxnet.nlm.nih.gov. 
cObtained from J.-Y. Hu, T. Aizawa, Y. Ookubo, T. Morita, Y. Magara, Wat. Res. 32 (1998) 2593. 
dCalculated using Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Software V11.02 (© 1994-2011 
ACD/Labs) 
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 In fact, they are often detected worldwide in natural waters [6, 7]. 
Because of their toxicological risk (they are potentially carcinogenic and some of 
them are endocrine disrupters [8, 9]) monitoring surface and underground 
waters for their presence is mandatory. The quality standard (QS) set up by 
European Union (EU) directives for individual CPAHs in underground water is 
100 ng L―1 [10], the lowest limit of those regulated in national and international 
legislations. QSs have been also established for surface waters at national level 
for each particular CPAH for short-term and long-term exposures (e.g. in United 
Kingdom 1.3 and 0.3 µg L―1 for 2,4-D and 18 and 187 µg L―1 for MCPP, 
respectively [11]). According to a recent EU Directive [12], the quantitation limit 
of the analytical methods used to monitor target pollutants in waters must be 
equal or below a value of 30% of the corresponding QS. Therefore, analytical 
methods able to quantifying CPAHs at concentrations in the low ng L―1 level in 
natural waters are required.  
 
Reported methods for the quantitation of CPAHs in water samples are 
based on gas chromatography (GC, derivatization required) combined with 
flame ionization (FID) [13], electron-capture (ECD) [14] or mass spectrometric 
[15, 16] detection, or liquid chromatography (LC) with UV [8, 17-20] or mass 
spectrometry [21, 22] detection. Major approaches utilise solid phase extraction 
(SPE) on C18-bonded silica to extract and concentrate the analytes from samples 
[13, 14, 23]. The use of graphitized carbon black materials [21, 23] and 
polymeric and anion exchange resins [23] have been also reported. SPE offers 
unquestionable advantages compared with the traditional liquid-liquid extraction 
(LLE) technique such as greater extraction efficiencies and lower consumption 
of organic solvents, but it hardly reduces both the large times spent for sample 
preparation and the large volumes of sample required for analysis (typically 1-2 
L). Solid phase microextraction (SPME) [16], in-tube SPME [22] and a variety of 
liquid phase microextraction (LPME) techniques, namely single drop (SDME) 
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[17], solvent bar (SBME) [18] and dispersive liquid-liquid-liquid (DLLLME) [8] 
microextraction, hollow fiber-LPME (HF-LPME) [19] and supported liquid 
membrane extraction (SLME) [20] have been also applied to the extraction of 
CPAHs in natural waters. The volume of both sample treated and organic 
solvent used by microextraction approaches are significantly reduced compared 
with those employed in LLE and SPE but they also present some drawbacks. 
SPME requires the use of expensive and fragile fibers, extraction efficiencies 
obtained depend on sample matrix composition and sample carry-over problems 
frequently occur. Recovery achieved by LPMEs, conducted in the regimen of 
incomplete extraction, is greatly dependent on the ionic strength of water 
samples owing to the dependence of the diffusion rate of the analytes into the 
solvent with this parameter [17, 19]. The effect of the ionic strength is reduced 
by performing LPME in complete extraction mode but the times spent for 
sample treatment greatly increases [20]. 
 
The research in this work was aimed to develop a simple and rapid 
SUPRAS-based microextraction approach to extract CPAHs present in river and 
underground waters at concentrations in the low ng L―1 level. With this 
objective, SUPRASs made up of aggregates of octanoic (OcA), decanoic (DeA) 
and dodecanoic (DoA) acids were tested. Experimental variables affecting 
extraction efficiencies and preconcentration factors achieved for CPAHs were 
optimised, and the proposed approach based on the microextraction of the 
target analytes in a DeA aggregate-based solvent and their determination by 
LC/MS was characterized and applied to the analysis of water samples taken in 
the South of Spain. 
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2. Experimental 
 
2.1. Reagents and standards 
  
 All chemicals used were of high-grade and were used as supplied.         
2,4-dichlorophenoxy (2,4-D) and 2,4,5-trichlorophenoxy (2,4,5-T) acetic acids 
were purchased from Sigma-Aldrich (Milwaukee, WI, USA), 4-chloro-2-
methylphenoxy acetic (MCPA), 2-(4-chloro-2-methylphenoxy) propanoic (MCPP), 
4-(4-chloro-2-methylphenoxy) butanoic (MCPB) and octanoic (OcA) acids were 
obtained from Riedel-de Haën, and decanoic (DeA) and dodecanoic (DoA) acids 
from Fluka (Madrid, Spain). Standard solutions (2 g L―1) of individual CPAHs 
were prepared in methanol and stored under dark conditions. They were stable 
at least 3 months. A working solution containing 10 mg L―1 of each analyte was 
prepared daily in methanol. Labelled 2,4-D (13C6-2,4-D), 2,4,5-T (13C6-2,4,5-T) 
and MCPA (ring-U-14C-MCPA) were used as internal standards (ISs). The two 
former were supplied by Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Andover, MA) as 
solutions of 100 mg L―1 and the later was purchased from Izotop (Budapest, 
Hungary). Solutions containing mixtures of 13C6-2,4-D, 13C6-2,4,5-T and ring-U-
14C-MCPA were prepared in methanol. Tetrahydrofuran (THF), formic acid, 
ammonia and LC-grade methanol were obtained from Panreac (Madrid, Spain) 
and ultra-high quality water was obtained from a Milli-Q water purification 
system (Millipore, Madrid, Spain).  
 
2.2. Apparatus 
 
 The LC-MS system used was an Agilent 1100 series Ion Trap-SL mass 
spectrometer coupled to an 1100 liquid chromatograph with an electrospray 
interface. The stationary-phase was an AscentisTM C8 column (5 cm x 2.1 mm 
i.d., 3 μm) from Supelco (Bellefonte, PA, USA). A magnetic stirrer Basicmagmix 
from Ovan (Barcelona, Spain) and a digitally regulated centrifuge Mixtasel from 
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JP-Selecta (Abrera, Spain) were used for sample preparation. The volume of 
supramolecular solvent was measured with a digital calliper from Medid 
Precision, S.A. (Barcelona). Centrifuge tubes with narrow necks (Fig. 1) were 
designed by authors in order to make easier the measurement and collection of 
the solvent after extraction. Pobel S.A. (Madrid, Spain, web page: 
www.pobel.com) constructed them from commercial heavy-duty glass cylindrical 
centrifuge tubes with round-bottom (ref. 159050) but reducing the diameter 
from a specific height. 
 
Fig. 1. Schematic picture of the glass centrifuge tube used for the extraction of CPAHs 
 
2.3. Recommended procedure for the determination of CPAHs in 
river and underground waters 
 
2.3.1. Sample collection and preservation 
 
 River water samples were taken from two different streams (Guadalquivir 
and Rabanales) flowing by Córdoba city in the South of Spain. Underground 
waters were collected in three wells located in Jaén, Montilla and Córdoba cities. 
All samples were collected in dark glass containers in February 2011 and filtered 
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through 0.45 μm nylon filters (Millipore HNWP, Bedford, MA, USA) in order to 
remove suspended particles. Then, they were adjusted to pH 1.5 by the 
addition of concentrated hydrochloric acid and stored at 4ºC under light 
protection until analysis. 
 
2.3.2. SUPRAS-based microextraction 
 
 DeA (70 mg) was dissolved in THF (7.0 mL) into centrifugation tubes    
(Fig. 1). Afterwards, a river or underground water sample (63 mL) spiked with       
1.0 µg L―1 of each IS was added. The addition of the sample induced the 
formation of a water immiscible SUPRAS. The mixture was stirred at 900 rpm 
for 5 min and then, centrifugated at 3500 rpm (1850 x g) for 5 min to speed up 
the complete separation of the supramolecular extract. An aliquot of the extract, 
which was standing at the top of the solution in the narrow neck of the tube, 
was withdrawn using a microsyringe and transferred to an auto-sampler glass 
vial with insert and it was subject to LC-MS analysis. 
 
2.3.3. Quantitation of CPAHs by LC(ESI)IT-MS 
 
 Separation and quantification of CPAHs were performed by LC coupled 
with an electrospray-ionization (ESI) source operating in the negative ion mode 
prior to ion-trap-mass spectrometry (IT-MS) detection. The injection volume 
was set at 5 µL. The mobile phase consisted of 47% 0.5 M formic 
acid/ammonium formate at pH 2.5 and 53% methanol, at a flow rate of 0.2 
mL/min. The diversion valve was programmed to send the mobile phase 
containing DeA and the most polar matrix compounds to waste. The eluted 
components were sent to the ionisation source 4.5 min after the beginning of 
the run. 
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 Optimization of ESI/IT-MS parameters was carried out by injecting a 
mixture of the target analytes in the LC(ESI)IT-MS system (5 mg/L of each 
standard compound in the mobile phase) using a KD Scientific, model 100, 
syringe pump (New Hope, Minnesota) at 600 μL h―1. The set of parameters 
selected was as follows: capillary voltage 5.5 KV, capillary exit voltage -108 V, 
skimmer -40 V, trap drive 37.5, drying gas 10 L min―1, source temperature 350 
°C, nebulizer gas 20 psi, ICC (ion charge control) 50000 and maximal 
accumulation time 100 ms.  
 
 Quantification of the target compounds was performed under full-scan 
conditions (m/z scan range: 150-300) by measuring the peak areas of the 
extracted molecular ion chromatogram for each analyte and for each internal 
standard, at the m/z values corresponding to the [M-H]- ions (219, 199, 253, 
213, 227, 225, 201 and 259 for 2,4-D, MCPA, 2,4,5-T, MCPP, MCPB, 13C6-2,4-D, 
ring-U-14C-MCPA and 13C6-2,4,5-T, respectively). Smooth chromatograms were 
obtained using the Gauss function (width = 5 points, cycles = 1). Calibration 
curves were constructed from standard solutions in methanol containing the 
target CPAHs over the ranges stated in Table 2 and 0.54 mg L―1 concentrations 
of ISs. CPAH concentrations in extracts (containing the ISs that were added 
before extraction) were calculated from calibration curves obtained by plotting 
peak area ratios (A/AIS; A = peak area of individual analytes and AIS = peak 
area of the corresponding internal standard, 13C6-2,4-D for 2,4-D,  ring-U-14C-
MCPA for MCPA, and 13C6-2,4,5-T for 2,4,5-T, MCPP and MCPB) versus 
concentrations of CPAH injected.  
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3. Results and discussion 
 
3.1. SUPRAS-based microextraction 
 
3.1.1. Selection of the SUPRAS 
 
 With the objective of developing an effective approach for extracting 
CPAHs in river and underground waters, SUPRASs obtained from the alkyl 
carboxylic acids (ACAs) octanoic, decanoic and dodecanoic were tested. These 
SUPRASs were generated from solutions of reverse micelles of ACAs in THF by 
the addition of water with the pH adjusted at a value equal or below 4. At 
higher pH values, solubilisation of deprotonated ACA molecules (pKa = 4.8±0.2) 
in the water-THF phase in equilibrium with the SUPRASs occurred and that 
resulted in the formation of less volume of SUPRAS. Figure 2 depicts the regions 
encompassed by the octanoic (OcA)-, decanoic (DeA)- and dodecanoic (DoA)-
based SUPRASs as a function of the relative concentration of biosurfactant, THF 
and water. At THF percentages above the boundaries of these regions, the 
ACAs solubilised in the THF:water mixture. DeA and DoA, that are solid at room 
temperature, precipitated at THF concentrations below the boundaries of their 
respective SUPRAS regions. The lower boundary for the formation of the OcA 
aggregate-based solvent could not be distinguished by the naked eye because 
OcA is a water-immiscible liquid at room temperature and there was no 
apparent difference between the liquid acid and the SUPRAS. 
 
 In order to set up efficient extraction schemes it is important to 
understand the intermolecular forces driving extraction. Hydrocarbon chains of 
ACA molecules forming aggregates in these SUPRASs extend into and are 
surrounded by the THF while their carboxylic groups are solvated by water in 
the interior of the aggregates. 
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Fig. 2. Diagrams of phase boundaries for ternary mixtures of THF, water, and (A) 
octanoic, (B) decanoic or (C) dodecanoic acids obtained at pH = 1.5 and room 
temperature. 
 
 
 The equilibrium solution consists of water and THF. CPAHs are polar 
compounds containing donor and acceptor groups in their structures. So, it is 
reasonable to expect that both dispersion and hydrogen bonding interactions 
can be established with analytes in the two phases; the former being 
predominant in the SUPRAS and the latter in the equilibrium solution. 
Accordingly, recoveries are supposed to increase as the octanol-water constant 
does. Solubilisation of the target analytes in SUPRASs is probably to occur near 
the aggregate core through the formation of hydrogen bonds between the 
oxy/carboxylic groups of analytes and the carboxylic groups of ACA molecules 
and hydrophobic interactions between the hydrophobic moieties of CPAHs and 
the hydrocarbon chain of biosurfactant molecules. 
 
 Experiments conducted to select the SUPRAS used as extractant consisted 
in the extraction of 2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T and MCPB at a concentration of 
1 µg L―1 in distilled water, with the pH adjusted at 1.5, using a constant 
concentration (0.5%) of biosurfactant (OcA, DeA or DoA) and THF percentages 
varying between 5 and 20% (Volume of THF+water=70 mL). The volume of 
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SUPRAS increased exponentially as the percentage of THF did. The 
corresponding equations (ACA = 350 mg) were y=(411)±6 e(0.039±0.001)x 
(r2=0.994) for OcA, y=(366±3) e(0.0472±0.0006)x (r2=0.998) for DeA, and 
y=(322)±6 e(0.056±0.002)x (r2=0.996) for DoA, where y was the volume of solvent 
in µL and x the percentage of THF. These equations predict that at a constant 
amount of biosurfactant in the bulk solution, its concentration in the SUPRAS 
will decrease with increasing percentages of THF (e.g. the concentration of DeA 
decreased from 0.68 to 0.38 mg µL―1 when the THF concentration increased 
from 5 to 20%).  
 
 Actual concentration factors (ACFs) were used as a criterion for the 
selection of the SUPRAS. In order to reach the quantitation limit set by the EU 
for analytical methods used for monitoring pesticides in underground waters 
(≤30 ng L―1) [10, 12] and taking into account the instrumental quantitation 
limits afforded by mass spectrometry for the target CPAHs (6-12 µg L―1), ACFs 
of c.a. 200 for 2,4-D, MCPA and MCPP, 330 for 2,4,5-T and 400 for MCPB 
should be achieved. QSs established for CPAHs in river waters are higher than 
those set up in underground ones, therefore lower ACFs are required. Figure 3 
shows the variation of the actual concentration factors (ACFs) obtained for the 
target analytes using OcA, DeA and DoA based-solvents as a function of the 
THF concentration. The amount of the target CPAHs extracted increased as the 
THF concentration did up to about 10% independently of the solvent used as 
extractant, which resulted in increasing ACFs. Then, it kept constant or slightly 
decreased at greater THF percentages and, consequently, ACFs diminished. The 
SUPRAS generated from DeA at 10% THF was selected because it provided the 
highest ACFs for the target analytes. 
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Fig. 3. ACFs obtained for (○) 2,4-D, (□) MCPA, (∆) MCPP, (+) 2,4,5-T and (◊) MCPB 
using SUPRASs made up of aggregates of (A) octanoic, (B) decanoic and (C) dodecanoic 
acids generated at variable THF concentrations. [Alkyl carboxylic acid] = 0.5%; pH = 
1.5. 
 
3.1.2 Factors affecting the extraction efficiency of the DeA 
aggregate-based SUPRAS  
 
 The variables investigated were the concentration of DeA, pH, ionic 
strength, temperature, and rate and time of magnetic stirring. Their effect on 
the extraction efficiency for CPAHs was studied by changing them in turn while 
the others kept constant. Each experiment was made in triplicate.  
 
  The volume of SUPRAS increased linearly with the amount of DeA (slope 
of the straight line = 1.68±0.03 µL mg―1), which indicated that the composition 
of the solvent kept constant as the concentration of the other components 
remained unchanged. Logically, the amount of analyte extracted in the solvent 
raised as the concentration of DeA did, but this increase was not high enough to 
compensate the increase in the volume of SUPRAS and ACFs decreased as a 
result (Figure 4A). A DeA concentration of 0.1% was selected as optimal 
because it provided the ACFs required for determining CPAHs in underground 
waters. 
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   ACFs achieved for the target analytes were independent of the pH 
within the interval 1-2. The amount of CPAHs extracted decreased at higher pH 
values probably due to the ionization of the analytes (see pKa values in Table 
1), and since the volume of SUPRAS kept constant, ACFs diminished (Figure 
4B). No effect of the ionic strength and the temperature on ACFs was observed 
over the whole intervals tested (0-1 M NaCl and 25-55 °C, respectively). 
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Fig. 4. Variation of the ACFs obtained for (○) 2,4-D, (□) MCPA, (∆) MCPP, (+) 2,4,5-T 
and (◊) MCPB as a function of (A) the concentration of decanoic acid and (B) the pH 
used for extraction. [THF] = 10%; (A) pH =1.5; (B) [DeA] = 0.1%.  
 
The rate and time of magnetic stirring were varied within the intervals 2-
60 min and 450-1500 rpm, respectively. Independently of the stirring rate used, 
the stirring time needed for reaching equilibrium conditions for the partition of 
2,4-D and MCPA into the SUPRAS was 5 min, while only 2 min were required in 
the case of MCPP, 2,4,5-T and MCPB.  
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3.2. Analytical performance 
 
The analytical figures of merit of the method for the determination of the 
target CPAHs are shown in Table 2. Calibrations curves were run using standard 
solutions prepared in methanol since no differences in peak areas or retention 
times were observed for the analytes injected in organic solvent or SUPRAS. 
Labelled CPAHs (13C6-2,4-D, ring-U-14C-MCPA and 13C6-2,4,5-T) used as ISs were 
added to water samples before extraction to control the performance of both 
analyte microextraction and MS detection. Because MCPP, 2,4,5-T and MCPB 
behaved similarly in the microextraction process a unique IS (viz.13C6-2,4-D) 
was used to quantify them. The linear range of calibration curves was confirmed 
by the visual inspection of the plot residuals versus analyte amount [24]; the 
residuals were randomly scattered within a horizontal band and a random 
sequence of positive and negative residuals was obtained. The quantitation 
limits (LOQs) of the method were calculated from six independent complete 
analyses (experimental procedure in Section 2.3) of 63-mL river and 
underground water samples containing no pesticides at detectable 
concentration levels by using a signal-to-noise ratio of 10 (the ratio between the 
peak areas for each pesticide and peak area of noise). Since no significant 
differences in the noise measured for river and underground water were 
observed, the same method LOQs were obtained for both types of samples (see 
Table 2). No differences among recoveries obtained for the target analytes and 
their corresponding ISs were observed and the extraction yields achieved for 
CPAHs were independent of their concentration in the water sample over the 
whole range tested (0.03-3 µg L-1). ACFs achieved were about 260 for 2,4-D, 
290 for MCPA, and 400 for MCPP, 2,4,5-T and MCPB.  
 
 The possible interference of matrix components was assessed by 
comparison of the slopes of the calibration curves (n=7) obtained from 
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standards in distilled water with those obtained from river and underground 
water samples fortified with known amounts of CPAHs, and run using the whole 
procedure. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 The slopes of the calibration curves performed in distilled water were 
0.710±0.003, 0.958±0.002, 1.060±0.003, 0.670±0.003 and 0.189±0.002 L 
µg―1 for 2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T and MCPB, respectively. No statistically 
significant differences between these slopes and those obtained from the 
environmental samples tested (two river and three underground water samples) 
were observed by applying a Student t test [25]. The experimental t-values 
were in the interval 0.17-2.99 and were below the critical t-value (3.25, 
significant level = 0.01). Therefore, matrix components were not expected to 
interfere in the determination of the target analytes. 
 
 
Table 2 
Analytical performance of the method 
Phenoxy acid 
herbicide 
Calibration parameters  Method 
LOQd  
(ng L―1) Linear concentration 
rangea (µg L-1 ) 
Slope ± s 
 (x10―3 L µg―1) 
Intercept ± s 
(x10―3) 
rb Sx/yc  
 
2,4-D 6-1500 2.73±0.01 -9±8 0.99991 0.020  24 
MCPA 6-1500 3.299±0.006 2±4 0.99998 0.011  22 
MCPP 6-1500 2.647±0.007 2±6 0.99997 0.016  22 
2,4,5-T 10-1500 1.686±0.008 5±8 0.99992 0.020  25 
MCPB 12-1500 0.462±0.004 1±2 0.9997 0.011  30 
aInstrumental quantitation limit calculated by using a signal-to-noise ratio of 10 
bCorrelation coefficient, n=6. 
cStandard error of the estimate. 
dEstimated quantitation limits of the method. 
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 The precision of the method was assessed by analysing independent water 
samples spiked with CPAHs at two concentration levels: 30 and 200 ng L-1. The 
relative standard deviations (n=11) varied within the intervals 4.3-9.7% and 
2.9-5.8%, respectively. 
 
3.3. Analysis of water samples 
 
 To prove the feasibility of the method to determine CPAHs in natural 
waters both non-fortified and fortified samples from two rivers and three wells 
were analysed. No CPAHs were detected in the non-spiked samples tested. 
Results obtained for samples fortified with 2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T and 
MCPB at two concentration levels are listed in Table 3. Apparent recoveries 
ranged in the intervals 95-108 % for 2,4-D, 95-107 % for MCPA, 97-103 % for 
MCPP, 94-106% for 2,4,5-T and 97-105% for MCPB, with standard deviations of 
the percent recovery varying between 1 and 9%. Fig. 5 shows the 
chromatogram obtained from a fortified underground water sample. 
 
Fig. 5. LC/MS extracted ion chromatograms obtained from an underground water 
sample (Córdoba) spiked with 100 ng L―1 of CPAHs. 
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4. Conclusions 
 
         Supramolecular solvents have outstanding properties for microextraction. 
They combine the capability of solubilising solutes in a wide polarity range with 
the ability to achieve high enrichment factors, mainly arising from the mixed-
mode mechanisms and multiple binding sites they provide. These properties 
have been exploited for the microextraction of CPAHs in natural waters at the 
levels recommended by the EU directives for quantitation of pesticides in waters 
(LOQs should be below 30 ng L―1). The sample treatment proposed is simple, 
rapid and low-costly. High extraction efficiencies were achieved for 2,4-D, 
MCPA, MCPP, 2,4,5-T and MCPB using low sample (63 mL) and extractant (120 
µL) volumes and recoveries were independent of the composition of the sample 
matrix (including ionic strength). Although it is very difficult to isolate the 
contribution of each analyte-extractant intermolecular forces driving liquid-liquid 
extractions, because the solubility of analytes in both phases (e.g. SUPRAS and 
equilibrium solution) has to be considered in their phase partition, the results 
here obtained indicate that dispersion forces in the SUPRAS were predominant 
in obtaining the highest concentration factors for chlorophenoxy acids. Thus, 
actual concentration factors for these herbicides increased as their octanol-
water constants did [e.g. 260±10, 290±10, 390±20, 400±30 and 400±15 for 4-
D (log Kow=2.4), MCPA (log Kow=2.8), MCPP (log Kow=3.1), 2,4,5-T (log 
Kow=3.3) and MCPB (log Kow= 3.3)]. Since effective hydrogen bonding 
interactions can be established by CPAHs in the equilibrium solution 
(water/THF), this type of intermolecular force was not decisive in driving 
SUPRAS extraction. Compounds with similar structures to those of CPAHs but 
containing no carboxylic groups [e.g.2,4-dichloroanisole (log Kow=3.5) and 4-
chloro-2-methylanisole (log Kow=3.5)] were poorly soluble in the equilibrium 
solution and their extraction in the SUPRAS was highly favoured through 
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dispersion interactions (actual concentration factors of 400±20 and 395±152 
were obtained for 4-dichloroanisole and 4-chloro-2-methylanisole, respectively).  
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Abstract 
 
 A supramolecular solvent consisting of vesicles, made up of equimolecular 
amounts of decanoic acid (DeA) and tetrabutylammonium decanoate (Bu4NDe), 
dispersed in a continuous aqueous phase, is proposed for the extraction of 
benzimidazolic fungicides (BFs) from fruits and vegetables. Carbendazim (CB), 
thiabendazole (TB) and fuberidazole (FB) were extracted in a single step and no 
clean-up or concentration of extracts was needed. The high extraction efficiency 
obtained for BFs was a result of the different types of interactions provided by 
the supramolecular solvent (e.g. hydrophobic and hydrogen bonds) and the 
high number of solubilisation sites it contains. Besides simple and efficient, the 
proposed extraction approach was rapid, low-cost, environment friendly and it 
was implemented using conventional lab equipments. The target analytes were 
determined in the supramolecular extract by LC/fluorescence detection. They 
were separated in a Kromasil C18 (5 μm, 150 mm x 4.6 mm) column using 
isocratic elution [mobile phase: 60:40 (v/v) 50 mM phosphate buffer 
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(pH=4)/methanol] and quantified at 286/320 nm (CB) and 300/350 nm (TB and 
FB) excitation/emission wavelengths, respectively. Quantitation limits provided 
by the supramolecular solvent-based microextraction (SUSME)/LC/fluorescence 
detection proposed method for the determination of CB, TB and FB in fruits and 
vegetables were 14.0, 1.3 and 0.03 g Kg―1, respectively, values far below the 
current maximum residue levels (MRLs) established by the European Union, i.e. 
100-2000 µg Kg―1 for CB, 50-5000 µg Kg―1 for TB and 50 µg Kg―1 for FB. The 
precision of the method, expressed as relative standard deviation, for inter-day 
measurements (n=13) was 3.3% for CB (50 g Kg―1), 3.5% for TB (10 g 
Kg―1) and 2.8% for FB (0.5 g Kg―1) and recoveries for fruits (oranges, 
tangerines, lemons, limes, grapefruits, apples, pears and bananas) and 
vegetables (potatoes and lettuces) fortified at the g Kg―1 level were in the 
interval 93-102%. 
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1.   Introduction 
 
 Contamination with pesticides of market agricultural products is relatively 
frequent because of the high amounts of these agrochemicals used to protect 
crops from diseases and pests (2 Kg/ha [1]) and their persistence. The intake of 
pesticides can cause cancer, adverse effects on the nervous, endocrine and 
immune systems, birth defects, etc. [2], the seriousness of the damage to 
human health depending on the toxicity and amount of contaminant consumed. 
The control of the presence of pesticides in consumer products is, therefore, of 
major concern. Maximum residue levels (MRLs) of pesticides permitted to be 
present in foods are regulated in national and international legislations, they 
being established on the basis of toxicological criterions and taking into 
consideration the minimum quantities of pesticides that must be used to 
effectively protect plants. MRLs are continually under review and modifications 
based on new toxicological data and changes in agricultural practices are 
frequently performed. In the European Union, new regulations harmonizing 
MRLs of pesticide in food products in all EU Member States have been recently 
laid down [3] and a database containing all harmonized MRLs has been made 
[4]. 
 
Food quality control laboratories are routinely required to verify 
legislation fulfilment on pesticide residue content, so, rapid, inexpensive and 
reliable analytical methods, feasible to determine low concentration of pesticides 
(MLRs typically vary from the µg Kg-1 to the low mg Kg-1 levels) in complex 
matrices are needed. Treatment of food samples prior to the determination of 
pesticides is a key step to achieve the selectivity and sensitivity required to 
obtain accurate quantitative results. Conventional sample treatments consist in 
the extraction of pesticides in organic solvents, clean-up by liquid-liquid 
partitioning or solid phase extraction (SPE) and concentration of extracts by 
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solvent evaporation. These treatments are laborious, time-consuming and 
frequently require use of large amounts of toxic, flammable and environmentally 
damaging solvents. In the last few years, new extraction/clean-up approaches, 
namely, pressurized-liquid extraction (PLE) [5,6], microwave-assisted extraction 
(MAE) [6, 7], supercritical fluid extraction (SFE) [8, 9], QuEChERS [10, 11], 
matrix solid-phase dispersion (MSPD) [11, 12], solid-phase microextraction 
(SPME) [13, 14] and stir-bar-sorptive extraction (SBSE) [15, 16], that 
substantially reduce analysis times, have been reported. SFE and head-space 
SPME avoid the use of organic solvents, but the former requires equipments no 
usually available in laboratories and the latest is not applicable to the 
determination of polar, non-volatile and/or thermally labile pesticides. 
 
Supramolecular solvents constitute an environment friendly alternative to 
molecular organic ones for analytical extractions. They are water-immiscible 
liquids produced from colloidal solutions of surfactant aggregates by the action 
of a coacervating agent (e.g. temperature, pH, electrolyte, a non-solvent for the 
supramolecular aggregate). The supramolecular solvent-based extraction 
technique was initially proposed by Watanabe et al. [17] on the basis of micellar 
coacervates produced by increasing the temperature of aqueous solutions of 
non-ionic micelles above a certain value (cloud point). This approach, 
traditionally termed cloud point extraction (CPE) technique, has been widely 
exploited for the determination of organic compounds in a variety of matrices 
[18-20], its easy implementation and short extraction times being its most 
noticeable characteristics. However, certain drawbacks limit its scope, namely, 
low extraction efficiency for polar substances, coelution in LC of the analytes 
and the multiple homologues and isomers making up the commercially available 
non-ionic surfactants, and, in many cases, losses of thermally labile analytes 
during extraction. To surpass these limitations, new supramolecular solvents 
consisting of zwitterionic [21] and ionic micelles [22, 23] have been reported 
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and applied to analytical extractions [24, 25]; however, the drastic conditions 
required for coacervation (e.g. 6.5 M NaCl [22], 4.2 M HCl [23]) have restricted 
their use. Solvents made up of vesicles [26] and reverse micelles [27] of 
alkylcarboxilic acids constitute the most recent contribution in the 
supramolecular solvent-extraction field. Alkylcarboxilic acid-based solvents have 
been demonstrated to effectively extract substances in a wide polarity range 
from environmental [26-31], biological [32] and food matrices [33-35]. Their 
high extraction capability is explained on the basis of the different interaction 
mechanisms they provide to solubilise analytes and the high concentration of 
biosurfactant molecules they content. Other valuable features are low cost, 
experimental convenience (i.e. supramolecular solvents are produced at room 
temperature using conventional laboratory equipments) and rapidity (i.e. 
extractions are performed in a few minutes). 
 
This paper deals with the assessment of vesicle-based solvents for the 
extraction of benzimidazolic fungicides (BFs) from fresh fruits and vegetables. 
These pesticides are extensively applied pre- and post-harvest to avoid fungal 
deterioration and persist in farming products for a long time (e.g. carbendazim 
residues have been detected in apples after 6 months of storage [36]), so, they 
are frequently found in consumer products [37-39]. Methods used for the 
determination of these polar and thermally labile pesticides in fruits and 
vegetables have been recently reviewed [39]. Most procedures consist of 
extraction of BFs in organic solvents (25-300 mL), frequently ethyl acetate, 
clean-up by liquid-liquid partitioning or SPE using silica-C18 or cation exchange 
resins and subsequent determination by LC with UV or fluorescence detection. 
Extractions by MAE [7] and SFE [9] have also been reported. 
The vesicular solvent proposed in this article for the extraction of BFs 
from agricultural products was produced from aqueous mixtures of protonated 
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(DeA) and deprotonated decanoic acid (De–) in the presence of 
tetrabutylammonium cation (Bu4N+), which acts as a coacervating agent. Below, 
the main results obtained in optimization studies, analytical features evaluation 
and analysis of real samples are presented and discussed. 
 
2.   Experimental 
 
2.1.   Chemicals  
 
 All chemicals used were of high-grade and were used as supplied. 
Decanoic acid (DeA) was purchased from Fluka (Madrid, Spain), 
tetrabutylammonium hydroxide (Bu4NOH, 40% w/v) from Aldrich (Milwaukee, 
WI, USA) and benzimidazolic fungicides [BFs; carbendazim (CB), thiabendazole 
(TB) and fuberidazole (FB)] from Riedel-de Haën (Seelze, Germany). Standard 
solutions of each fungicide were prepared in methanol at a concentration of 200 
mg L―1 and stored in dark glass bottles at 4ºC. Under these conditions, they 
were stable for at least 3 months. A working standard solution containing 1 mg 
L―1 CB, 0.2 mg L―1 TB and 0.01 mg L―1 FB was prepared daily from the stock 
solutions by dilution with methanol. HPLC-grade methanol was supplied by 
Panreac (Sevilla, Spain) and ultra-high-quality water was obtained from a Milli-Q 
water purification system (Millipore, Madrid, Spain). 
 
2.2. Apparatus 
 
 The liquid chromatographic system used consisted of a TermoQuest 
Spectra System (San Jose, CA, USA) furnished with a P4000 quaternary pump, 
a SCM1000 vacuum membrane degasser, an AS3000 autosampler, a UV6000LP 
diode-array detector and a FL3000 fluorescence detector. The stationary–phase 
column was a Kromasil C18 (5 μm, 150 mm x 4.6 mm) from Analisis Vinicos 
(Tomelloso, Madrid). A magnetic stirrer Basicmagmix from Ovan (Barcelona, 
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Spain) and a digitally regulated centrifuge Mixtasel from JP-Selecta (Abrera, 
Spain) were used for sample preparation. Volumes of coacervate were 
measured using a digital calliper from Medid Precision, S.A. (Barcelona). 
Centrifuge tubes with narrow necks (as depicted in Figure 1) were designed by 
authors in order to make easier the measurement and collection of the 
coacervate after extraction. Pobel S.A. (Madrid, Spain, web page: 
www.pobel.com) constructed them from commercial heavy-duty glass cylindrical 
centrifuge tubes with round-bottom (catalogue reference 159050). The 
measurements were as follows; bottom: 34 mm of outside diameter and 20 mm 
high, neck: 7.5 mm of internal diameter and 70 mm high. 
 
 
Fig 1. Schematic picture showing the supramolecular solvent-based microextraction process. 
2.3. Determination of BFs in fruits and vegetables 
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2.3.1. Pretreatment of samples 
 
Fruits (oranges, tangerines, lemons, limes, grapefruits, apples, pears and 
bananas) and vegetables (potatoes and lettuces) were bought in supermarkets 
in Córdoba (Spain). About 200 g of whole fruit or vegetable were chopped and 
homogenized using a Robot300 food chopper (Taurus, Berlin, Germany). Then, 
portions of 250-300 mg of sample were taken for analysis and recovery 
experiments, which were performed in triplicate. Spiking of samples was made 
by adding a minute volume (15-200 µL) of the working standard solution of BFs 
(see Section 2.1) to a portion of chopped fruit or vegetable and homogenising it 
by magnetic stirring. Spiked samples were allowed to stand at room 
temperature for 15 min before analysis. 
 
2.3.2. Supramolecular solvent-based microextraction of BFs 
 
 In a designed glass centrifuge tube (Figure 1) were placed, in sequence, a 
portion (250-300 mg) of chopped fruit or vegetable, 10 mL of distilled water, 
200 mg of DeA and 370 mg of Bu4NOH (40% w/v). The mixture was 
centrifuged at 3500 rpm (1860xg) for 10 min, stirred for 15 min at 1300 rpm 
and centrifuged again at 3500 rpm for 10 min. The coacervate, situated at the 
top, was withdrawn using a microsyringe, transferred to an autosampler vial 
and injected (20 μL) into the liquid chromatographic system.  
 
2.5. Liquid chromatography/fluorescence detection 
 
 BFs were separated by liquid chromatography using isocratic elution and 
quantified through fluorescence wavelength programming. The mobile phase 
consisted of 60:40 (v/v) 50 mM phosphate buffer (pH=4)/methanol at a flow 
rate of 1 mL min–1. The retention times and the capacity factors for CB, TB and 
FB were 7.3, 10.8 and 12.8 min, and 5.6, 8.8 and 11.8, respectively. 
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Fluorescence measurements were performed at 286/320 nm (time = 0-9 min) 
and 300/350 nm (time 9-15 min) excitation/emission wavelengths, respectively. 
These wavelengths were selected on the basis of the excitation and emission 
spectra obtained for each of the target analytes solubilised in the mobile phase. 
Calibration curves were run from standards dissolved in methanol. No 
differences were detected in peak areas or retention times for the analytes 
injected in coacervate or organic solvent. Quantitation was performed by 
measuring peak areas. 
 
3. Results and discussion 
 
3.1. Description of the supramolecular solvent and the 
microextraction process 
 
The supramolecular solvent used for the extraction of BFs from fruit and 
vegetables consisted of vesicles formed by both decanoic acid (DeA) and 
tetrabutylammonium decanoate (Bu4NDe) molecules in the nano- and 
microscale regimes dispersed in a continuous aqueous phase. It was produced 
from aqueous mixtures of DeA, De– and Bu4N+. The driving forces for the 
formation of these vesicular aggregates were hydrophobic interactions between 
the hydrocarbon chains of DeA and De– molecules, the formation of hydrogen 
bonds between their carboxylic and carboxylate groups and the electrostatic 
interactions between carboxylate and quaternary ammonium groups of De― and 
Bu4N+ molecules, respectively. Bu4N+ acts as a coacervating agent. In the 
absence of Bu4N+, an aqueous suspension of DeA-De― vesicles is obtained; 
however, in its presence, large non-water-soluble vesicles are formed as a result 
of the neutralization of De― molecules which avoids repulsive electrostatic 
interactions between them in the aggregate. The DeA-Bu4NDe vesicles formed 
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separate from the aqueous solution as an immiscible liquid (the supramolecular 
solvent) with lower density that water.  
 
The supramolecular solvent-based microextraction (SUSME) process is 
schematically shown in Figure 1. The fruit or vegetable sample was placed in a 
designed glass centrifuge tube and water, DeA and Bu4NOH were added. The 
mixture was initially centrifuged to speed up the formation of the 
supramolecular solvent from the bulk solution. Centrifugation has been 
previously known to produce the extractant shortly than magnetic stirring or 
sonication [26]. Then, the mixture was magnetically stirred to disperse the 
supramolecular solvent in the aqueous suspension, thus accelerating the 
extraction of the target analytes, and finally, centrifuged again to speed phase 
separation up. After sample treatment, four phases were always observed; 
namely, a solid phase at the bottom made up of insoluble sample matrix 
components; an aqueous solution containing monomers of DeA, De―, Bu4N+ 
and soluble sample matrix components; a solid thin layer, with lower density 
than water, consisting of sample proteins flocculated by the surfactant; and the 
supramolecular solvent extract containing the analytes and other matrix 
components. This extract was transferred to a vial and analyzed by 
LC/fluorescence detection. 
 
 Solubilization of BFs in the supramolecular solvent probably occurs 
through hydrophobic interactions between the aromatic rings of the target 
analytes and the hydrocarbon chains in the vesicles, and the formation of 
hydrogen bonds between the carboxylate/carboxylic acid groups of vesicles and 
the hydrogen bond donors (NH) and acceptors (N, O, S) of the pesticides. Table 
1 summarizes the physical-chemical properties of CB, TB and FB. 
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3.2. Optimization of the supramolecular solvent-based 
microextraction 
 
  The experimental variables investigated were both those related to the 
extractant (e.g. amount and composition of the supramolecular solvent) and the 
operational parameters (e.g. rate and time of magnetic stirring and 
temperature). The experimental conditions selected as optimal were those 
providing quantitative recoveries and minimal method quantitation limits (MQLs) 
for the determination of CB, TB and FB in fruits and vegetables. MQLs were 
calculated from the instrumental quantitation limits obtained by LC/fluorescence 
detection for the target analytes (0.5 ng, 0.05 ng and 0.001 ng for CB, TB and 
FB, respectively), the volume of supramolecular solvent used for extraction, the 
recovery percentages obtained and the sample weight used for analysis.  
 
 Oranges were selected as a food sample model for optimization studies 
on the basis of its representative protein, carbohydrate and fat content     
Table 1. Chemical structures, octanol-water partition coefficients (log Kow), ionization 
constants (pKa) and numbers of donor and acceptor groups for benzimidazolic fungicides 
General  
structure 
Benzimidazolic 
fungicide 
R aLog Ko/w apKa 
bH Donor and 
acceptor sum 
      
 
 
 
 
 
Carbendazim 
(CB) 
 
1.5 4.2 7 
Thiabendazole 
(TB) 
 
2.5 4.6 4 
Fuberidazole 
(FB) 
 
2.7 4.0 4 
aObtained from the ChemIDplus Lite database. Available from: http://toxnet.nlm.nih.gov 
bCalculated using the Advanced Chemistry Development (ACD/Labs) Sofware V8.14 for Solaris 
O
S
N
NH C
O
O CH3H
RN
N
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(Table 2). Orange samples (300 mg) containing no BFs at detectable 
concentration levels were fortified with CB (80-200 ng), TB (16-40 ng) and FB 
(0.8-2 ng) and analysed. It was checked that the contact time between the 
spike and the sample before its extraction did not influence the recovery in the 
interval tested (15 min-24 h), although samples should be kept under 
refrigeration for contact times above 30 min to avoid analyte degradation. The 
results were calculated as a mean of triplicate measurements. 
 
Table 2. Protein, carbohydrate and fat composition of the fruits and vegetables tested 
Food  
aComponent (g 100 g―1 food) 
Protein  Carbohydrate  Fat  
Fruit    
 Oranges 1.3 15.5 0.3 
 Tangerines 0.8 13.3 0.3 
 Grapefruits 0.7 8.4 0.1 
 Limes 0.7 10.5 0.2 
 Lemons 1.2 10.7 0.3 
 Apples 0.3 13.8 0.2 
 Pears 0.4 15.5 0.1 
 Bananas 1.1 22.8 0.3 
Vegetables    
 Potatoes 2.6 12.4 0.1 
 Lettuce 1.4 2.8 0.2 
aData from Nutrition Facts DataBase, version 0.9.3.5 (2008) 
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3.2.1. Extractant volume and composition 
 
 The composition and volume of the supramolecular solvent are key factors 
greatly affecting its extraction capability. The former is determined by the 
Bu4N+/DeA+De– molar ratio used to produce it, while the latest is directly 
proportional to the total amount of biosurfactant (DeA+ De–). All optimization 
experiments were performed by using a DeA/De– molar ratio of 1 pH = 7; 
(pKa)apparent of decanoic acid as inserted in the vesicle = 7 [40], conditions 
under which the amount of vesicular aggregates, and accordingly of 
supramolecular solvent, is maximal [26]. The effect of varying the 
Bu4N+/DeA+De– molar ratio on the extraction efficiency of BFs was investigated 
in the range 0.5 to 2.2. At 0.5 molar ratios complete neutralization of De– occurs 
whereas at higher ratios, there is the possibility of -cation interactions between 
the quaternary ammonium group of Bu4N+ non-bonded to De– and the aromatic 
rings in the target analytes, which has been previously known to increase the 
extraction efficiency of solutes containing aromatic rings [28]. The increase in 
the Bu4N+ did not affect the extraction efficiency of BFs, so a Bu4N+/DeA+De– 
molar ratio of 0.5 was selected as optimal. 
 
 To study the effect of varying the volume of supramolecular solvent on the 
efficiency of the extraction of BFs from orange samples, the amount of 
DeA+De– was varied between 30 and 300 mg and the Bu4N+/DeA+De– was kept 
constant at 0.5. Results obtained are shown in Table 3. The volume of 
supramolecular solvent (VS) linearly increased as a function of the amount of 
carboxylic acid; the slope of the straight line obtained by plotting VS as a 
function of ADeA+De– was 0.89±0.02 µL mg―1. The extraction capability of the 
supramolecular solvent increased as its volume did, the maximal recoveries for 
BFs being achieved at solvent volumes higher than about 180 L (amount of 
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DeA+De–  200 mg). A surfactant amount of 200 mg was selected as optimal 
because it provided the best MLQ at recovery percentages higher than 95%. 
 
Table 3. Supramolecular solvent volumes, mean recoveries and method quantification 
limits obtained for BFs as a function of the amount of surfactant 
Surfactant 
amount 
(mg) 
 
Supramolecular 
solvent volume 
(μL) 
 
Recoveryasb  MQL (µg Kg―1) 
CB TB FB  CB TB FB 
30  25  261 402 472  8 0.5 0.01 
50  46  342 482 592  11 0.8 0.02 
70  65  451 501 601  12 1.1 0.02 
100  90  662 691 751  11 1.1 0.02 
150  135  911 933 961  12 1.2 0.03 
200  183  971 962 991  16 1.6 0.04 
250  215  963 981 991  19 1.9 0.04 
300  270  951 991 981  24 2.3 0.06 
a300 mg of orange spiked with  200 ng of CB, 40 ng of TB and 2 ng of FB; Bu4N+/DeA+De–  
molar ratio = 0.5 
bn=3 
 
3.2.2. Operational parameters 
 
 To establish the experimental conditions providing the fastest possible 
extraction of BFs from fruits and vegetables, the effect of the rate and time of 
stirring and the temperature on the recoveries obtained for CB, TB and FB was 
investigated. Since the operational parameters did not affect the volume of 
supramolecular solvent, MQLs directly depended on BFs recoveries. Results 
obtained are summarized in Table 4. 
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Extractions performed at 1300 rpm and room temperature reached equilibrium 
conditions in about 15 min. The extraction time for quantitative recovery was not 
reduced by increasing the stirring rate above this value. The recoveries 
decreased at lower stirring rates. The temperature did not affect the extraction 
efficiency of the supramolecular solvent, but decreased recoveries were obtained 
as it was increased above 40 °C due to the thermodegradation of the analytes. 
 
3.3. Analytical performance 
 
 Linear calibrations in the intervals 0.5-40 ng, 0.05-60 ng and 0.001-4 ng 
were obtained for CB, TB and FB (correlation coefficients = 0.9993, 0.99990 and 
0.99994), respectively. The slopes of the calibration curves were 2.300.03 pg-1 
for CB, 15.100.08 pg-1 for TB and 3421 pg-1 for FB. The practical detection 
limits [41] of the proposed SUSME-LC/fluorescence method were calculated from 
six independent complete analysis (experimental procedure in Section 2.3) of 
fruit (orange, tangerine, grapefruit, lime, lemon, apple, pear) and vegetable 
(potato and lettuce) samples containing no BFs at detectable concentration levels 
by using a signal-to-noise ratio of 3 (the ratio between the peak areas for each 
BF and peak area of noise). The noise measured was independent on the matrix 
composition of the sample and, consequently, similar detection limits were 
obtained for the different samples tested; 4.3 g Kg―1 for CB, 0.4 g Kg―1 for TB 
and 0.01 g Kg―1 for FB. These detection limits were far below the current MRLs 
established by the European Union for the target analytes in fruits and 
vegetables; i.e. 100-2000 µg Kg―1 for CB, 50-5000 µg Kg―1 for TB and 50 µg 
Kg―1 for FB [4]. By using the proposed method,    samples containing CB, TB and 
FB in the intervals 14-1200 µg Kg―1,            1.3-1800 µg Kg―1 and 0.03-120 µg 
Kg―1 (quantitation limit calculated using a signal-to-noise ratio of 10) can be 
quantified.  
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 The possible interference produced by the matrix components of fruits 
and vegetables analysed (their protein, carbohydrate and fat composition is 
given in Table 2) was tested by comparison of the slopes of the calibration 
curves obtained from standards in methanol with those obtained from 300 mg 
samples fortified with known amounts of BFs (5-360 ng CB, 0.5-540 ng TB and 
0.01-36 ng FB). No statistically significant differences between the slopes 
obtained from standards and those obtained from the samples were observed 
by applying a Student t test [42]. For example, the slopes and correlation 
coefficients (n=10) obtained from orange samples for CB, TB and FB were 
2.36±0.02 pg―1, 0.9996; 15.1±0.1 pg―1, 0.9996 and 340±2 pg―1, 0.9997, 
respectively and those obtained for standards in methanol 2.300.03 pg―1 for 
CB, 15.100.08 pg―1 for TB and 3421 pg―1 for FB. The experimental t-values 
were in the interval 0.018-1.457 and were below the critical t-value (2.921, 
significant level = 0.01). 
 
 The precision of the method was assessed in terms of repeatability and 
reproducibility. Repeatability was calculated from the analysis of six orange 
samples spiked with 120 g Kg―1 CB, 24 g Kg―1 TB and 1.2 g Kg―1 FB, 
whereas reproducibility was obtained from the analysis of thirteen fruit and 
vegetable samples spiked with 50 g Kg―1 CB, 10 g Kg―1 TB and 0.5 g Kg―1 
FB during four days. Day 1: oranges, tangerines and lemons; day 2: limes and 
grapefruits; day 3: apples, pears and bananas; and day 4: potatoes and 
lettuces. Each sample was analyzed in triplicate. The relative standard 
deviations obtained for CB, TB and FB were 1.5%, 2.2% and 0.7% for intra-day 
measurements and 3.3%, 3.5% and 2.8% for inter-day measurements, 
respectively. 
 
 The amount of sample analysed did not influence recoveries obtained 
for BFs in the range 100-300 mg.  At higher sample amounts, recoveries 
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decreased as the amount of sample increased (e.g. recoveries of around 75% 
were obtained for extractions performed from 500 mg of orange sample spiked 
with 20 ng of CB, 4 ng of TB and 1.8 ng FB) probably due to matrix 
interferences. Representative measurements are obtained by using amounts of 
sample ranged in the interval 250-300 mg for analysis. This was tested by 
comparing the variance of results obtained by analyzing orange samples 
weighting between 250 and 300 mg and fortified with 100 g Kg―1 CB, 20 g 
Kg―1 TB and 1.0 g Kg―1 FB with that of measurements obtained by extracting 
aliquots (250-300 mg) taken from a 2.5 g orange sample fortified at the same 
concentration level. No statistically significant differences between both 
variances were observed by applying a Fisher test [43]. The experimental F-
values were in the interval 1.16-2.84 and were below the critical F-value (5.05; 
n1 = n2 = 6; significant level = 0.05). 
 
3.4. Analysis of fruits and vegetables 
 
 To assess the feasibility of the SUSME/LC/fluorescence method to be 
used for the routine monitoring of BFs in fresh agricultural products, a number 
of fruits: oranges, tangerines, lemons, limes, grapefruits, apples, pears and 
bananas, and vegetables: potatoes and lettuces, produced in Spain and 
acquired in local supermarkets, were analyzed. Analyses were performed from 
non-fortified samples and from samples fortified at two concentration levels: 1) 
50 g Kg―1 CB, 10 g Kg―1 TB and 0.5 g Kg―1 FB, and 2) 500 g Kg―1 CB, 100 
g Kg―1 TB and 5 g Kg―1 FB. No BFs were detected in the non-fortified 
samples analyzed. Concentrations of BFs found and recoveries obtained for 
fortified samples are shown in Table 5. Results were expressed as the mean 
value of three independent determinations, besides their corresponding 
standard deviation. Recoveries ranged between 93 and 102% with relative 
standard deviations varying from 1 to 6%. 
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 Fig. 2 compares the LC-fluorescence chromatograms obtained from a 
standard solution of BFs (A) with those recorded from fortified orange (B), pear 
(C) and lettuce (D) samples. Identification of the target analytes was based on 
the retention times and the UV spectra, which were obtained from the diode 
array in line with the fluorescence detector. Analysis of the UV spectrum 
included both peak purity testing and spectrum matching. A scan threshold of 
Table 5. Mean recoveries of BFs from spiked fruit and vegetable samples 
Sample 
Concentration foundasb (g  Kg―1)  Recoverysb (%) 
CB TB FB  CB TB FB 
Fruits        
 Oranges 48  1c 
475  10d 
9.7  0.4c 
97  3d 
0.48  0.01c 
5.0  0.1d 
 96  6c 
95  2d 
97  5c 
97  3d 
97  2c 
100  2d 
 Tangerines 47  2c 
486  10d 
9.9  0.4c 
96  2d 
0.51  0.01c 
4.9  0.2d 
 94  4c 
97  2d 
99  5c 
96  2d 
101  2c 
98  3d 
 Lemons 49  1c 
486  5d 
9.7  0.3c 
97  1d  
0.50  0.01c 
5.0  0.3d  
 97  4d 
97  1d 
97  3d 
97  1d 
99  2d 
100  6d 
 Limes 49.0  0.5c 
466  10d 
9.7  0.1c 
98  1d 
0.49  0.01c 
4.86  0.05d 
 98  1c 
93  2d 
97  1c 
98  1d 
98  2c 
97  1d 
 Grapefruits 47  1c 
473   6d 
9.6  0.1c 
97  1d 
0.49  0.01c 
4.90  0.05d 
 93  2c 
95  1d 
96  1c 
97  1d 
97  2c 
98  1d 
 Apples 49.1  0.6c 
497  10d 
9.5  0.4c 
97  2d 
0.49  0.01c 
5.0  0.2d 
 98  2c 
99  2d 
95  5c 
97  2d 
98  3c 
100  3d 
 Pears 51  1c 
496  5d 
9.7  0.5c 
98  1d 
0.50  0.01c 
4.9  0.1d 
 102  5c 
99  1d 
97  6c 
98  1d 
99  3c 
98  2d 
 Bananas 50.5  0.8c 
496  13d 
9.9  0.4c 
98  3d 
0.51  0.02c 
5.0  0.2d 
 101  3c 
99  3d 
99  5c 
98  3d 
102  4c 
100  3d 
Vegetables    
    
 Potatoes 49  1c 
477  10d 
9.5  0.4c 
99  1d 
0.50  0.03c 
4.94  0.05d 
 
99  2c 
95  2d 
95  4c 
99  1d 
100  5c 
99  1d 
 Lettuces 50  2c 
483  6d 
10.0  0.1c 
97  1d 
0.50  0.02c 
4.99  0.06d 
 
100  4c 
97  1d 
100  1c 
97  1d 
100  4c 
100  1d 
 aMean of three independent determinations 
  bStandard deviation 
 c300 mg of sample spiked with 50 g Kg―1 CB, 10 g Kg―1 TB and 0.5 g Kg―1 FB 
 d300 mg of sample spiked with 500 g  Kg―1 CB, 100 g Kg―1 TB and 5 g Kg―1 FB 
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0.01 mAU and peak coverage of 95% were considered to calculate the purity. 
With regard to spectrum matching, the similarity threshold was set at 0.90. 
 
 
Fig. 2. Chromatograms obtained from (A) a standard solution of 80 g L―1 CB, 16 g 
L―1 TB and 0.8 g L―1 FB, and (B, C, D) 300 mg of fruit (B: orange, C: pear) or 
vegetable (D: lettuce) sample spiked with 50 g Kg―1 CB, 10 g Kg―1 TB and 0.5 g 
Kg―1 FB. Chromatographic conditions as specified in Section 2.3.3. 
 
4. Conclusions 
 
 The supramolecular solvent based on DeA-Bu4NDe vesicles constitutes a 
suitable alternative to organic molecular ones to extract BFs from fruit and 
vegetable samples. This solvent is produced from environment friendly and 
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available reagents in a simple way and the extraction process is simple, rapid 
and cheap. Analytes are extracted in a single step that spends about 35 min, 
several samples can be simultaneously extracted and, no clean-up or 
concentration of extracts, usually required after molecular organic solvent-
based extractions, is needed. Besides, it is implemented using conventional lab 
equipments and no special training of analysts is required. The high extraction 
efficiency obtained using the vesicle-based solvent is due to the different 
mechanisms that it provides for the solubilisation of the target analytes, 
namely, hydrophobic interactions and hydrogen bonds formation, and the high 
number of solubilisation sites that exists in the extractant phase. 
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1. Muestras  analizadas y analitos determinados 
Las investigaciones desarrolladas en esta Tesis se han centrado en el 
desarrollo de métodos analíticos para la determinación de contaminantes en 
muestras acuosas medioambientales y productos hortofrutícolas. Se han 
analizado aguas naturales (aguas de río y subterráneas) y residuales (influentes 
y efluentes de plantas de tratamientos de aguas), frutas (naranjas, mandarinas, 
uvas, limas, limones, manzanas, peras y plátanos) y hortalizas (patatas y 
lechugas). Todas estas muestras se caracterizan por su complejidad y la baja 
concentración a la que los contaminantes se encuentran en las mismas, del 
orden de los ng L-1 a los µg L-1 en muestras acuosas y de los µg kg-1 a los mg 
kg-1 en frutas y verduras. 
 
Los contaminantes determinados en aguas residuales han sido bisfenoles 
y en aguas naturales y productos hortofrutícolas, se han determinado 
plaguicidas. 
 
Tabla 1 
Estructura química, constante de partición octanol/agua (Ko/w) y constante de 
acidez (pKa) de los bisfenoles estudiados 
Bisfenol Estructura Química log Ko/w pKa 
4,4-dihidroxi-2-difenilmetano 
(BPF) 
 
2,91 
 
9,72 
 
4,4-dihidroxi-2-difenilpropano 
(BPA) 
 
 
 
3,25 
 
9,53 
 
 
Los bisfenoles presentes en las aguas residuales proceden 
fundamentalmente de las fábricas productoras de los plásticos sintetizados a 
partir de bisfenoles (resinas epoxi y policarbonatos), de papel térmico y papel 
 CH 2 
HO OH 
 
 Me 
Me 
C 
OH HO 
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reciclado y de la lixiviación de los bisfenoles a partir de productos fabricados 
con estos plástico (envases, tuberías, etc.). Los bisfenoles determinados en esta 
Tesis Doctoral han sido el bisfenol A (BPA) y el bisfenol F (BPF), dos de los 
compuestos más utilizados para la fabricación de materiales plásticos, además 
de para otros usos (ej. papel térmico, selladores dentales, etc.), y que con más 
frecuencia se encuentran en aguas residuales. En la Tabla 1 se muestran las 
estructuras químicas y propiedades físico-químicas de ambos bisfenoles. 
 
Tabla 2 
Estructuras generales de los grupos de plaguicidas estudiados 
Neutros y básicos 
    
 
 
Triazinas Fenilureas Carbamatos Azoles 
    
 
 
 
 
 
Anilidas Cloroacetanilidas Organofosforados Benzimidazoles 
Ácidos 
  
 
           
   
    
 
Fenoxiacidos Ariloxiácidos    Fenoles 
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Tabla 3 
Constante de partición octanol/agua (Ko/w) y constante de acidez (pKa) de los 
plaguicidas estudiados 
Grupo estructural Plaguicida log Ko/w pKa 
Herbicidas 
   
Triazinas Desetilatrazina 1,5 2,1 
Simazina 2,2 3,1 
Atrazina 2,6 2,4 
Fenilureas Clortoluron 2,5 14,4 ; 0,1 
Isoproturon 2,9 15,1 ; 0,8 
Cloroxuron 3,8 14,4 ; 0,4 
Carbamatos Cloroprofram 3,5 13,1 ; -0,6 
Anilidas Propanil 3,1 13,6 ; -0,9 
Cloroacetanilidas Metolacloro 3,1 1,4 
Alacloro 3,5 1,2 
Fenoxiacidos 2,4-D 2,4 3,0 
MCPA 2,8 3,1 
Mecoprop (MCPP) 3,1 3,2 
2,4,5-T 3,3 2,9 
MCPB 3,3 4,6 
Ariloxiácidos Fluroxipir 3,0 2,2; 2,7 
Fenoles Dinoseb 3,6 4,1 
Fungicidas 
Benzimidazoles Carbendazim (CB) 1,5 4,2 
Tiabendazol (TB) 2,5 4,6 
Fuberidazol (FB) 2,7 4,0 
Azoles Flutriafol 2,3 11,6 ; 2,7 
Hexaconazol 3,9 12,3 ; 2,7 
Insecticidas 
   
Organofosforados Malation 2,4  
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Los plaguicidas constituyen un importante grupo de contaminantes 
medioambientales, que con frecuencia se encuentran presentes en aguas 
superficiales y acuíferos fundamentalmente procedentes de la escorrentía y 
filtración del agua de lluvia en suelos agrícolas. En esta Tesis se han 
determinado un total de 23 plaguicidas, seleccionados dentro de los tres tipos 
de plaguicidas más usados en España, que incluyen herbicidas, fungicidas e 
insecticidas. Entre estos plaguicidas podemos encontrar compuestos neutros, 
ácidos y básicos con diferente polaridad (log Ko/w = 1,5-3,6), pertenecientes a 
once grupos estructurales diferentes. En la Tabla 2 se muestran las estructuras 
químicas generales de los grupos de plaguicidas determinados y en la Tabla 3, 
se especifican todos los plaguicidas investigados clasificados según su acción 
específica y el grupo estructural al que pertenecen. En esta Tabla también se 
incluyen sus constantes de acidez y de partición octanol/agua.  
 
Los plaguicidas determinados en productos hortofrutícolas han sido 
carbendazim (CB), tiabendazol (TB) y fuberidazol (FB), plaguicidas 
pertenecientes al grupo de los benzimidazoles, ampliamente utilizados en 
agricultura por su capacidad fungicida.  
  
2. Sistemas supramoleculares estudiados 
Se han evaluado dos tipos de sistemas supramoleculares, adsorbentes y 
disolventes supramoleculares, para su uso en extracciones analíticas. Los 
adsorbentes supramoleculares se han utilizado para la extracción de 
contaminantes orgánicos en muestras acuosas medioambientales y los 
disolventes supramoleculares para extraer plaguicidas de aguas naturales y 
productos hortofrutícolas. A continuación se describen los adsorbentes y 
disolventes investigados, los métodos usados en su síntesis y las propiedades 
que inciden en su capacidad de extracción. 
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2.1. Adsorbentes supramoleculares 
Los adsorbentes supramoleculares estudiados han sido hemimicelas y 
admicelas de dodecil sulfato sódico (DSS) formadas sobre alúmina, de bromuro 
de cetiltrimetilamonio (BrCTA) formadas sobre sílice y de mezclas de DSS y 
cloruro de tetrabutilamonio (ClTBA) formadas sobre alúmina. Los adsorbentes 
supramoleculares de DSS y BrCTA se forman al poner en contacto el óxido 
mineral con una disolución acuosa del tensioactivo a un pH al que la superficie 
del óxido se encuentra cargada. Los agregados de DSS se forman sobre alúmina 
a pH 2, valor de pH al que la alúmina posee carga superficial positiva, y los 
agregados de BrCTA se forman sobre sílice a pH 6, condiciones en las que la 
sílice se encuentra cargada negativamente. La cantidad de óxido mineral y la 
concentración de tensioactivo en la disolución acuosa determinan la cantidad de 
tensioactivo adsorbido sobre el sólido soporte y el tipo de agregado formado 
(hemimicelas, mezcla de hemimicelas y admicelas o admicelas).  
 
En la Figura 1 se muestran las isotermas de adsorción para BrCTA-sílice 
y DSS-alúmina, indicando las zonas correspondientes a la formación de cada 
tipo de agregado. También se indica la concentración de tensioactivo a la que 
comienzan a formarse micelas en la disolución en equilibrio con los agregados 
adsorbidos (concentración micelar crítica, cmc). 
 
Las hemimicelas de BrCTA y DSS retienen a los analitos mediante 
interacciones de dispersión y las admicelas de ambos tensioactivos, además de 
interacciones de dispersión, pueden dar lugar a interacciones electrostáticas, 
siempre que el analito posea grupos con carga opuesta a la del grupo cabeza 
del tensioactivo. Las admicelas de BrCTA también pueden retener compuestos 
aromáticos mediante interacciones π-catión. Es importante destacar que la 
máxima carga de tensioactivo en la región hemimicelar es superior para DSS-
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alúmina (~ 80 mg g-1) que para BrCTA-sílice (~ 5 mg g-1) y por lo tanto, las 
hemimicelas de DSS presentan una mayor capacidad de retención para analitos 
apolares que las hemimicellas de BrCTA, ya que estos analitos se retienen 
exclusivamente mediante interacciones de dispersión. 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1. Isotermas de adsorción de (A) bromuro de cetiltrimetilamonio (BrCTA) sobre 
sílice y (B) dodecilsulfato sódico (DSS) sobre alúmina. 
 
Los adsorbentes constituidos por agregados mixtos de DSS y ClTBA 
formados sobre alúmina se sintetizan en dos etapas; en la primera se forman 
hemimicelas de DSS y en la segunda se retiene el catión TBA+en dichas 
hemimicelas mediante interacciones de dispersión entre las cadenas 
hidrocarbonadas del tensioactivo aniónico y el compuesto de amonio 
cuaternario (Figura 2). 
 
 
 
Figura 2. Formación de agregados de dodecilsulfato sódico (DSS)-cloruro de 
tetrabutilamonio (ClTBA) sobre alúmina a partir de hemimicelas de DSS.  
Hemimicelas de DSS Agregados de DSS-ClTBA
ClTBA
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Los adsorbentes de DSS-ClTBA retienen analitos mediante el mismo tipo 
de interacciones que los adsorbentes de BrCTA, con la ventaja de que la 
cantidad de compuestos anfifílicos en la superficie del óxido mineral es superior 
a la de los adsorbentes de tensioactivo catiónico y por lo tanto, su capacidad de 
retención es mayor. 
 
2.2. Disolventes supramoleculares 
Se han evaluado dos tipos de disolventes supramoleculares, disolventes 
de agregados inversos de ácidos alquilcarboxílicos y disolventes de vesículas de 
ácido alquilcarboxílico-tetrabultilamonio alquilcarboxilato. Los disolventes de 
agregados inversos se generan mediante la adición de agua con el pH ajustado 
a un valor igual o inferior a 4 a una disolución de ácido alquilcarboxílico (ácido 
octanoico, decanoico o dodecanoico) en tetrahidrofurano (THF). En estas 
condiciones, la totalidad del ácido alquilcarboxílico presente en la mezcla 
hidroorgánica se encuentra protonado y pasa a formar parte del disolvente 
supramolecular. A valores de pH superiores a 4, la desprotonación del 
tensioactivo (pKa= 4.8) causa una disminución del volumen de disolvente 
supramolecular formado. 
 
En la Figura 3 se muestran los diagramas de fases para los tres 
disolventes de agregados inversos evaluados, en los que se indica la región 
correspondiente a la formación del disolvente supramolecular. A porcentajes de 
tetrahidrofurano superiores a los requeridos para la formación del disolvente, el 
ácido alquilcarboxílico se solubiliza en la mezcla tetrahidrofurano-agua, mientras 
que a porcentajes inferiores, se produce la insolubilización del tensioactivo, 
excepto en el caso del ácido octanoico que es líquido a temperatura ambiente. 
 
Los disolventes supramoleculares generados en mezclas hidroorgánicas 
de tetrahidrofurano-agua están constituido por agregados en los que las 
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cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de ácido alquilcarboxílico se orientan 
hacia el exterior en contacto con el disolvente orgánico y el grupo carboxílico 
hacia el núcleo del agregado en contacto con la disolución acuosa ácida. 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Diagramas de fases para mezclas ternarias de tetrahidrofurano, agua y (A) 
ácido octanoico, (B) ácido decanoico o (C) ácido dodecanoico obtenidos a pH 
1.5 y temperatura ambiente. 
Los disolventes vesiculares se generan en suspensiones acuosas de 
ácido decanoico y decanoato en concentraciones equimoleculares mediante la 
adición de tetrabutilamonio. El disolvente supramolecular se forma en un amplio 
intervalo de concentraciones de tensioactivo y tetrabutilamonio como se 
muestra en el diagrama de fases de la Figura 4. 
Las vesículas que constituyen el disolvente supramolecular de ácido 
decanoico-tetrabutilamonio decanoato están formadas por una doble capa de 
moléculas, la primera con los grupos carboxílico y carboxilato de las moléculas 
de tensioactivo dirigidos hacia el núcleo acuoso de la vesícula y la segunda, con 
dichos grupos dirigidos hacia el medio acuoso en el exterior de la vesícula. El 
catión tetrabutilamonio se encuentra en las proximidades de los grupos 
carboxilato neutralizando su carga. 
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Figura 4. Diagrama de fases para mezclas de ácido decanoico, decanoato y 
tetrabutilamonio (Bu4N+) en disolución acuosa a temperatura ambiente. [ácido 
decanoico] = [decanoato]. 
 
El disolvente vesicular y los disolventes de agregados inversos tienen la 
capacidad de solubilizar compuestos orgánicos mediante interacciones de 
dispersión, dipolo-dipolo y formación de puentes de hidrógeno. El disolvente 
vesicular también puede solubilizar compuestos aromáticos mediante 
interacciones п-catión debido a la presencia de tetrabutilamonio en los 
agregados que lo constituyen. 
 
Los disolventes de agregados inversos se generan a valores de pH 
iguales o inferiores a 4 y por lo tanto, son especialmente adecuados para la 
extracción de compuestos que se encuentran en su forma neutra en medio 
ácido (ej. compuestos con grupos carboxílicos), forma en la que son poco 
solubles en agua. Sin embargo, el disolvente vesicular de ácido decanoico-
tetrabutilamonio decanoato se genera a pH neutro (pH=pKa aparente=7; el pKa 
aparente es el pKa de una molécula que forma parte de una estructura), 
condiciones en las que la concentración de tensioactivo en su forma protonada 
es igual a la concentración del mismo en su forma desprotonada. Este 
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disolvente es por tanto, adecuado para la extracción de compuestos neutros y 
básicos que se encuentran en su forma neutra a valores de pH cercanos a la 
neutralidad. 
 
3. Extracción en fase sólida supramolecular 
Se ha evaluado la capacidad de diferentes adsorbentes supramoleculares 
para extraer contaminantes polares específicos y multirresiduos de 
contaminantes en aguas naturales y residuales. Los contaminantes polares 
ensayados han sido bisfenoles (BPA y BPF) y plaguicidas del grupo de los 
benzimidazoles (CB, TB y FB) y su determinación en el extracto supramolecular 
se ha llevado a cabo usando cromatografía líquida con detección fluorimétrica. 
Para el estudio de la extracción de multirresiduos de contaminantes se han 
seleccionado 17 plaguicidas pertenecientes a once grupos estructurales 
diferentes (Tabla 2) que se determinaron en el extracto supramolecular usando 
cromatografía líquida con detección fotométrica. 
 
 Como comentamos en la introducción de esta Tesis Doctoral, el 
desarrollo de nuevos materiales adsorbentes con la capacidad de extraer 
analitos en un amplio intervalo de polaridades y por lo tanto, adecuados para la 
extracción de multirresiduos, es una de las áreas de mayor interés en el ámbito 
de las técnicas analíticas de extracción. También es una tendencia en este 
ámbito utilizar procedimientos cada vez más respetuosos con el medio 
ambiente. La capacidad de los adsorbentes supramoleculares para establecer 
diferentes tipos de interacciones con los analitos los hacen adecuados para la 
extracción de compuestos con muy diferentes estructuras químicas y los 
pequeños volúmenes de disolvente requeridos para la elución de los analitos los 
convierten en herramientas adecuadas para el desarrollo de métodos de 
extracción acordes con los principios de la Química Verde. 
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A continuación comentaremos los resultados más relevantes obtenidos 
en los estudios realizados sobre extracción en fase sólida supramolecular de 
contaminantes específicos y multirresiduos de contaminantes. El procedimiento 
de extracción utilizado es el especificado en el apartado 2.3 de la Parte I de 
esta Memoria que hace uso del formato de material empaquetado en cilindro de 
jeringas. 
 
3.1. Extracción de contaminantes específicos 
La capacidad de los adsorbentes supramoleculares para extraer 
contaminantes polares en muestras acuosas medioambientales se ha evaluado 
realizado dos tipos de estudios, por una parte se ha determinado la capacidad 
de adsorbentes de DSS-alúmina para extraer bisfenoles y benzimidazoles y por 
otra, se ha comparado la capacidad de diferentes tipos de adsorbentes, DSS-
alúmina, BrCTA-sílice y DSS-ClTBA-alúmina para extraer bisfenoles. 
 
En la Figura 5 se muestran los porcentajes de bisfenoles (BPA y BPF) y 
benzimidazoles (CB, TB y FB) adsolubilizados en los diferentes tipos de 
adsorbentes investigados. La eficacia de la adsolubilización depende de la 
naturaleza y cantidad de tensioactivo adsorbido en la superficie del óxido 
mineral, del tipo de agregado formado (hemimicelas, mezcla de  hemimicelas  y  
admicelas   o  admicelas) y de la estructura química del analito. 
  
La cantidad de benzimidazoles adsolubilizados en DSS-alúmina (Figura 
5A) aumenta a medida que aumenta la cantidad de DSS adsorbido sobre el 
óxido mineral, alcanzándose una adsolubización del 100% en mezclas de 
hemimicelas/admicelas. La adsolubilización se produce a pH 2, condiciones en 
las que los analitos se encuentran cargados positivamente (ver valores de pKa 
para CB, TB y FB en la Tabla 3), y por lo tanto, las interacciones electrostáticas 
entre el grupo amino cargado de los analitos y el grupo sulfato de las moléculas 
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de tensioactivo en las admicelas es clave para la adsolubilización cuantitativa de 
los benzimidazoles.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 5. Porcentaje de (A) benzimidazoles y (B, C y D) bisfenoles adsolubilizados en 
adsorbentes supramoleculares de (A,B) dodecilsulfato sódico-alúmina, (C) 
bromuro de cetiltrimetilamonio-sílice y (D) dodecilsulfato sódico-cloruro de 
tetrabutilamonio-alúmina. Cantidad de óxido mineral = 0,5 g. pH = 2 (A, B y 
D) y 6 (C). Benzimidazoles: () carbendazim, (▲) tiabendazol y () 
fuberidazol. Bisfenoles: () bisfenol A y () bisfenol F. 
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En la zona hemimicelar, en la que sólo se producen interacciones de 
dispersión entre los grupos apolares de los analitos y las cadenas 
hidrocarbonadas del tensioactivo adsorbido en el óxido mineral, el porcentaje de 
benzimidazol adsolubilizado aumenta a medida que disminuye su polaridad 
(comparar los valores de constante octanol/agua para CB, TB y FB en la Tabla 
3).  
 
El comportamiento de los bisfenoles adsolubilizados en DSS-alúmina es 
diferente al observado para benzimidazoles (comparar Figuras 5A y 5B). En este 
caso, los analitos se encuentran en su forma neutra a pH 2 (ver valores de pKa 
para BPA y BPF en la Tabla 1) y por lo tanto, el máximo porcentaje de 
adsolubilización se alcanza cuando toda la superficie del óxido mineral está 
cubierta por hemimicelas de DSS, ya que independientemente de que nos 
encontremos en la zona hemimicelar o hemimicelar/admicelar, el único tipo de 
interacciones que se producen entre los analitos y las moléculas de DSS 
adsorbidas sobre la alúmina son interacciones de dispersión. Lógicamente, 
también para los bisfenoles, el porcentaje de analito adsolubilizado aumenta al 
disminuir su polaridad (ver valores de constantes octanol/agua para BPA y BPF 
en la Tabla 1).  
 
Para obtener adsolubilizaciones cuantitativas para los bisfenoles es 
necesario usar adsorbentes capaces de proporcionar además de interacciones 
de dispersión, interacciones π-catión con los analitos, es decir, admicelas de 
BrCTA (Figura 5C) o agregados mixtos de DSS-ClTBA (Figura 5D). Cuando se 
utiliza como adsorbente BrCTA-sílice es imprescindible que toda la superficie de 
la sílice esté cubierta por admicelas para obtener porcentajes de 
adsolubilización del 100% para los dos bisfenoles estudiados. Sin embargo, 
cuando el adsorbente usado es ClTBA-DSS-alúmina, sólo son imprescindibles 
condiciones de saturación con ClTBA para adsolubilizar el 100% del bisfenol 
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más polar, es decir BPF. Las condiciones de saturación se alcanza cuando existe 
una proporción TBA+:DSS 2:1 en el adsorbente supramolecular, ya que cada 
catión TBA+ interacciona con dos moléculas de DSS adsorbidas sobre alúmina. 
 
Finalmente, es importante destacar que la presencia de micelas de 
tensioactivo en la fase acuosa causa una disminución en el porcentaje de 
analito adsolubilizado con independencia de cual sea el adsorbente 
supramolecular usado (Figuras 5 A, B y C), debido a la solubilización de los 
analitos en la fase micelar. 
 
Por otra parte, también se ha estudiado la influencia de la presencia de 
electrolitos en las muestras en la eficacia de la extracción. Los electrolitos 
pueden afectar negativamente a la retención en admicelas de analitos cargados 
debido a una disminución de las interacciones electrostáticas atractivas entre 
grupos cargados de los analitos y de las moléculas de tensioactivo que 
constituyen los agregados en el adsorbente supramolecular. Con el fin de 
evaluar la influencia de las sales presentes en las muestras en la capacidad de 
retención de adsorbentes supramoleculares subceptibles de sufrir este efecto, 
se determinó el porcentaje de adsolubilización para CB, TB y FB usando 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina en presencia de concentraciones de 
NaCl en el intervalo 0-0,5 M. La retención de CB y TB no se vió afectada por la 
presencia de NaCl  a concentraciones inferiores a 0,05 M y 0,1 M, 
respectivamente. A concentraciones superiores de sal, el porcentaje de TB 
adsolubilizado disminuye ligeramente, mientras que la cantidad retenida de CB 
sufre una disminución más acusada (ej. el porcentaje de adsolubilización 
disminuyó hasta aproximadamente el 40% para una concentración de NaCl 0,5 
M). Sin embargo, la presencia de NaCl no afecta a la retención de FB a las 
concentraciones ensayadas. Por lo tanto, dado que la concentración total de 
sales en aguas de río y subterráneas generalmente es inferior a 0,04 M, no es 
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previsible que la presencia de electrolitos en las muestras afecte al proceso de 
adsolubilización. 
 
En la Tabla 4 se muestran las características de los métodos de extracción 
desarrollados usando los adsorbentes que adsolubilizan cuantitativamente a 
cada uno de los analitos estudiados, es decir hemimicelas/admicelas de DSS-
alúmina para benzimidazoles y admicelas de BrCTA-sílice y agregados mixtos de 
ClTBA-DSS-alúmina para bisfenoles. Los volúmenes de ruptura obtenidos para 
BPA y BPF usando ClTBA-DSS-alúmina son mayores que los proporcionados por 
BrCTA-sílice, probablemente debido a que la cantidad de TBA+ en el agregado 
mixto que puede interaccionar con los bisfenoles mediante interacciones π-
catión es superior a la cantidad de CTA+ que puede proporcionar este tipo de 
interacción en las admicelas de tensioactivo catiónico y por lo tanto, la 
capacidad de retención del agregado mixto es mayor.  
 
Por otra parte, como cabía esperar, los volúmenes de ruptura más 
elevados se obtienen para los analitos que se retienen más eficazmente, es 
decir los analitos más apolares dentro de cada grupo estructural (TB, FB y BPA). 
 
La capacidad de retención del adsorbente también influye en la máxima 
velocidad de flujo que es posible utilizar durante la aplicación de la muestra sin 
que se produzca una disminución de la cantidad de analito retenido. Esta 
velocidad de flujo es cinco veces mayor para agregados mixtos de ClTBA-DSS-
alúmina que para admicelas de BrCTA-sílice. Cuando se utilizan mezclas de 
hemimicelas y admicelas de DSS-alúmina, la máxima velocidad de flujo se 
obtiene para FB, el analito más apolar. 
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La elución de los analitos de los adsorbentes supramoleculares se llevó a 
cabo usando un pequeño volumen de disolvente orgánico que provoca la 
disrupción de los agregados. De los diferentes disolventes ensayados 
(acetonitrilo, metanol, etanol y tetrahidrofurano), metanol fue el que eluyó más 
eficazmente a los bisfenoles de admicelas de BrCTA-sílice y de agregados 
mixtos de ClTBA-DSS-alúmina, mientras que etanol y tetrahidrofurano fueron 
los disolventes más eficaces en la elución de benzimidazoles de 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina (los analitos se eluyeron 
cuantitativamente usando 0,5 mL de cualquiera de estos dos disolventes). 
 
En la Tabla 4 se comparan los volúmenes de metanol requeridos para la 
elución cuantitativa de benzimidazoles y bisfenoles de los diferentes 
adsorbentes supramoleculares ensayados. La elución requiere el doble de 
volumen de metanol cuando se usan admicelas de BrCTA-sílice que cuando se 
usan el resto de los adsorbentes, probablemente debido a que BrCTA es menos 
soluble en el disolvente que DSS y ClTBA. También se reduce notablemente la 
máxima velocidad de flujo de elución que se debe utilizar para asegurar la 
completa elución de los analitos cuando se utilizan admicelas de BrCTA-sílice 
respecto a la utilizada usando el resto de los adsorbente tal y como se muestra 
en la Tabla 4. 
 
A partir de los resultados obtenidos podemos deducir que los 
adsorbentes constituidos por hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina y 
agregados mixtos de ClTBA-DSS-alúmina son los que proporcionan mejores 
prestaciones para la extracción de benzimidazoles y bisfenoles, 
respectivamente. Estos adsorbentes permiten preconcentrar los analitos entre 
400 y 1000 veces (ver Tabla 4) y por lo tanto, son adecuados para la extracción 
de los contaminantes ensayados en muestras acuosas medioambientales a 
bajos niveles de concentración. 
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3.2. Extracción de multirresiduos de contaminantes 
En esta Tesis Doctoral se ha abordado por primera vez el estudio de la 
capacidad de los adsorbentes supramoleculares para extraer multirresiduos de 
contaminantes en muestras acuosas. Con el fin de comparar las prestaciones 
analíticas de adsorbentes constituidos por agregados simples y mixtos, se han 
seleccionado como fases adsorbentes para realizar este estudio hemimicelas, 
mezclas de hemimicelas/admicelas y admicelas de DSS-alúmina y agregados 
mixtos de ClTBA-DSS-alúmina. 
 
En la Tabla 5 se muestran los porcentajes de los plaguicidas ensayados 
que se retienen en alúmina y los que se adsolubilizan en adsorbentes de DSS-
alúmina y ClTBA-DSS-alúmina obtenidos usando diferentes concentraciones de 
DSS, en el primer caso, y una concentración de DSS de 80 mg/g alúmina y 
diferentes concentraciones de TBA+, en el segundo. El volumen de muestra 
usado fue 25 mL.  
 
Los plaguicidas que contienen grupos carboxílicos en su estructura 
molecular, es decir  los  fenoxiácidos y ariloxiácidos, se retienen parcialmente 
en la  alúmina,  probablemente  mediante el establecimiento de interacciones 
electrostáticas entre los grupos cargados positivamente en la superficie del 
óxido mineral y el grupo cargado negativamente en las moléculas de plaguicida. 
 
Por otra parte, el porcentaje de los analitos adsolubilizado en 
hemimicelas de DSS-alúmina aumenta a medida que lo hace la concentración 
de tensioactivo en la superficie del óxido mineral, la mínima concentración de 
DSS requerida para adsolubilizar cuantitativamente a los analitos dependiendo 
de su estructura molecular 
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. Así, para compuestos pertenecientes al mismo grupo estructural, dicha 
concentración aumenta a medida que lo hace la polaridad del compuesto y es 
menor para analitos que poseen carga positiva en el medio de extracción (ej. 
triazinas y azoles) que para analitos neutros con polaridad semejante (comparar 
los porcentajes de adsolubilización obtenidos para atrazina y flutriafol con el 
obtenido para clortoluron). 
 
La formación de admicelas en puntos localizados del sólido soporte con 
los que los analitos pueden establecer además de interacciones de dispersión, 
interacciones electrostáticas atractivas, puede explicar los elevados porcentajes 
de adsolubilización obtenidos para compuestos básicos en la región 
hemimicelar. En resumen, las hemimicelas de DSS retienen cuantitatitivamente 
a todos los analitos ensayados, con la excepción de desetilatrazina, clortoluron e 
isoproturón. 
 
Cuando se usan hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina o agregados 
mixtos de ClTBA-DSS-alúmina como adsorbente, los porcentajes de 
adsolubilización para desetilatrazina, clortoluron e isoproturón aumentan debido 
a un aumento de las interacciones electrostáticas, en el primer caso, y al 
establecimiento de interacciones п-cation en el segundo. La concentración de 
TBA+ en los agregados mixtos debe ser igual o inferior a 6.0x10-2 mg g-1 
alúmina, ya que a concentraciones superiores a este valor se produce una 
disminución de los porcentajes de retención de los analitos básicos 
probablemente debido a que se producen interacciones electrostáticas 
repulsivas entre los grupos cargados positivamente de los analitos y de la 
superficie del adsorbente.  
 
Todos los analitos investigados se retuvieron cuantitativamente en 
hemimicelas/admicelas y admicelas de DSS-alúmina y agregados mixtos de 
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ClTBA-DSS-alúmina. No se recomienda el uso de admicelas de DSS porque la 
cantidad de tensioactivo que se debe adicionar a la muestra para evitar que se 
produzca una disminución de la carga de DSS sobre la alúmina durante la 
aplicación de la misma es muy superior a la requerida cuando se utilizan 
mezclas de hemimicelas y admicelas como adsorbente (340 mg L-1 y 910 mg L-1 
para hemimicelas/admicelas y admicelas obtenidas usando 175 y 225 mg de 
DSS/g alúmina, respectivamente). Por lo tanto, los adsorbentes más adecuados 
para la adsolubilización de multirresiduos son adsorbentes constituidos por 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina (175 mg DSS / g alúmina) y agregados 
mixtos de ClTBA-DSS-alúmina (80 mg DSS y 5x10-2 mg ClTBA / g alúmina).  
 
En la Tabla 6 se muestran los volúmenes de ruptura obtenidos para los 
analitos investigados usando estos dos adsorbentes, así como los volúmenes de 
elución y las velocidades máximas de flujo que se pueden utilizar para aplicar la 
muestra y eluir los analitos sin que disminuya el rendimiento de la extracción. 
Los volúmenes de ruptura obtenidos usando el adsorbente mixto de ClTBA-DSS-
alúmina fueron iguales o superiores a 250 mL para todos los analitos 
investigados excepto desetilatrazina, clortoluron e isoproturón para los que 
usando 250 mL de muestra se obtuvieron recuperaciones en el intervalo 24-
38%. Sin embargo, el adsorbente de hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina 
sólo proporcionó volúmenes de ruptura iguales o superiores a 250 mL para 
simazina, atrazina, cloroxuron, metoalaclor, alaclor, 2,4-D y mecoprop. Por lo 
tanto, los agregados mixtos adsolubilizan más eficazmente multirresiduos de 
plaguicidas que el adsorbente de DSS-alúmina. La máxima velocidad de flujo 
para la aplicación de la muestra también es superior usando agregados mixtos. 
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Los analitos básicos, neutros y el analito ácido dinoseb se eluyeron de 
los adsorbentes supramoleculares usando disolventes orgánicos, mientras que 
la elución de los analitos ácidos requirió el uso de una disolución hidroorgánica 
de NaOH 0,3 M y metanol en proporción 90:10 (v/v). El volumen de disolvente 
orgánico necesario para eluir cuantitativamente a los analitos ácidos, neutros y 
al dinoseb no varió con la naturaleza del disolvente orgánicos usado (metanol, 
acetonitrilo, etanol, isopropanol o tetrahidrofurano), pero aumentó al doble 
cuando se usó DSS-alúmina en lugar de ClTBA-DSS-alúmina. La velocidad de 
flujo máxima para la elución de los analitos fue mayor cuando se usó el 
adsorbente mixto. 
 
De los resultados obtenidos anteriormente podemos deducir que el 
adsorbente mixto de ClTBA-DSS-alúmina es el más adecuado para extraer 
multirresiduos de plaguicidas en muestras acuosas, ya que proporciona mayores 
factores de preconcentración y permite usar mayores velocidades de flujo para 
la aplicación de la muestra y la elución de los analitos que el adsorbente de 
DSS-alúmina. 
 
4. Extracción con disolventes supramoleculares 
Se ha evaluado la capacidad de disolventes constituidos por vesículas de 
ácido decanoico-tetrabultilamonio decanoato (ADe-Bu4NDe) para extraer 
benzimidazoles (CB, TB y FB) de muestras acuosas medioambientales y 
productos hortofrutícolas, previa a su determinación mediante cromatografía 
líquida con detección fotométrica, y de disolventes de agregados inversos de 
ácidos alquilcarboxílicos para extraer fenoxiácidos (2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T 
y MCPB) de muestras acuosas, previa a su determinación mediante 
cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas. A continuación 
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comentaremos los resultados más relevantes obtenidos con el uso de 
disolventes vesiculares y disolventes de agregados inversos. 
 
4.1. Disolventes vesiculares 
En la Figura 6 se muestran los procedimientos seguidos para extraer CB, 
TB y FB de muestras de aguas naturales (subterráneas y de río) y de productos 
hortofrutícolas (naranjas, mandarinas, limones, limas, uvas, manzanas, peras, 
plátanos, patatas y lechugas) en disolventes vesiculares de ácido decanoico-
tetrabutildecanoato. Las extracciones se realizan en tubos de centrífuga 
especialmente diseñado por nuestro grupo de investigación para facilitar la 
recolección de los extractos obtenidos. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 6. Procedimientos utilizados para extraer benzimidazoles de muestras acuosas y 
hortofrutícolas en disolventes supramoleculares de ácido decanoico-
tetrabultilamonio decanoato (ADe-Bu4NDe). 
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La extracción de muestras acuosas se realiza formando el disolvente en 
la propia muestra mediante la adición de ácido decanoico/decanoato (ADe/De―) 
y tetrabutilamonio (Bu4N+), mientras que cuando se extraen muestras 
hortofrutícolas, además de ADe y Bu4N+, es necesario adicionar agua a la 
muestra para formar el disolvente. Como ya hemos comentado anteriormente, 
la formación del disolvente vesicular se produce en condiciones de pH en las 
que la relación molar ADe/De― es igual a 1, es decir condiciones en las que el 
pH es igual al pKa aparente (pKa de una molécula que forma parte de una 
estructura). El pKa aparente del ADe es 7. 
 
La suspensión acuosa que contiene la muestra, ADe, De― y Bu4N+ se 
centrifuga para acelerar la formación del disolvente supramolecular. La 
centrifugación permite obtener el disolvente en menor tiempo que la agitación 
magnética o el uso de ultrasonidos. Después, la mezcla se agita para dispersar 
el disolvente vesicular en la suspensión acuosa y acelerar la extracción de los 
analitos y, finalmente, se centrifuga para favorecer la separación de fases. 
 
Cuando se extraen muestras acuosas se separan dos fases, el extracto 
de disolvente vesicular con los analitos y componentes de la muestra solubles en 
dicho disolvente y la disolución acuosa en equilibrio con el disolvente. Sin 
embargo, cuando se extraen muestras hortofrutícolas, se separan además, un 
residuo sólido constituido por componentes de la muestra insolubles en el 
disolvente vesicular y la disolución acuosa y una fina capa sólida constituida por 
proteínas floculadas por el tensioactivo, que se sitúa entre la disolución acuosa y 
el extracto vesicular. En ambos casos, el extracto se recoge fácilmente usando 
una microjeringa y se transfiere a un vial para realizar la determinación de los 
benzimidazoles mediante cromatografía líquida con detección fluorimétrica. 
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 La solubilización de los benzimidazoles en el disolvente supramolecular 
se produce mediante interacciones de dispersión con las cadenas 
hidrocarbonadas de las moléculas de tensioactivo en los agregados que 
constituyen el disolvente y formación de puentes de hidrógeno entre sus grupos 
carboxílico y carboxilato y los grupos donadores y aceptores de protones de los 
analitos. La eficacia de la extracción depende de la estructura química del 
analito y de la composición y el volumen del disolvente supramolecular usado. 
La composición del disolvente vesicular de ácido decanoico-tetrabutilamonio 
decanoato viene determinada por la relación molar Bu4N+/(ADe+De―) usada en 
la síntesis y su volumen es directamente proporcional a la cantidad total de 
tensioactivo (ADe+De―) usada para generarlo.  
 
En la Tabla 7 se muestran los volúmenes de extracto y las 
recuperaciones obtenidas para CB, TB y FB en muestras acuosas y 
hortofrutícolas en función de la cantidad de tensioactivo (ADe+De― en relación 
molar 1:1)  usada  para la extracción, manteniendo una relación molar 
Bu4N+/(ADe+De―) de 0,5. El volumen de extracto obtenido para muestras 
hortofrutícolas es ligeramente inferior al obtenido para muestras acuosas debido 
a que una fracción del tensioactivo adicionado a la muestra interacciona con las 
proteínas de la misma produciendo su floculación.  
 
En ambos tipos de muestras, el volumen de extracto obtenido aumenta 
linealmente con la cantidad de tensioactivo adicionada, de forma que: VE=a CT, 
donde VE es el volumen de extracto expresado en µL, CT es la cantidad de 
tensioactivo expresada en miligramos y a es la pendiente de la recta con un 
valor de 1,04 ± 0,05 µL mg-1 para muestras acuosas y 0,89 ± 0,02 µL mg-1 para 
muestras hortofrutícolas. 
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Como cabía esperar, los porcentajes de recuperación obtenidos para 
ambos tipos de muestras aumentan a medida que lo hace el volumen de 
disolvente supramolecular usado en la extracción, obteniéndose recuperaciones 
próximas al 100% para volúmenes de disolvente comprendidos entre 180 y 200 
µL aproximadamente. La eficacia de la extracción también aumenta con la 
hidrofobicidad del analito (ver constantes octanol/agua para CB, TB y FB en la 
Tabla 3); cuanto mayor es el carácter hidrófobo del analito menor es su 
solubilidad en agua y más fuertes son las interacciones de dispersión que éste 
puede establecer con las cadenas hidrocarbonadas de las moléculas de 
tensioactivo en los agregados que constituyen el disolvente supramolecular.  
 
Un importante factor a tener en cuenta a la hora de seleccionar la 
cantidad óptima de tensioactivo para la extracción de muestras acuosas es el 
factor de concentración (FC) obtenido. El FC se obtiene a partir de la expresión: 
FC=0,01 R(%) VM/VE 
donde R(%) es el porcentaje de recuperación y VM el volumen de muestra. El FC 
disminuye al aumentar la cantidad de tensioactivo usado en la extracción (ej. 
para CB pasa de 180 a 140 cuando la cantidad de tensioactivo aumenta de 30 a 
100 mg) debido a que el aumento del volumen del extracto es más pronunciado 
que el aumento de la recuperación obtenida. Con el fin de asegurar la 
reproducibilidad de las extracciones alcanzando el máximo FC posible se 
seleccionó como óptima la mínima cantidad de tensioactivo que proporcionó 
recuperaciones superiores al 70% para todos los analitos, es decir 100 mg de 
tensioactivo. 
 
El efecto de la relación molar Bu4N+/(ADe+De―) en la eficacia de la 
extracción de muestras acuosas y hortofrutícolas se estudió en el intervalo 0,5-
3,5. Para una relación molar igual a 0,5, todas las moléculas de Bu4N+ presentes 
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en el disolvente se encuentran neutralizando la carga negativa de las moléculas 
de De― en las vesículas que constituyen dicho disolvente, mientras que a 
relaciones molares superiores a 0,5, existen moléculas de Bu4N+ que no se 
encuentran enlazadas a De― mediante interacciones electrostáticas y que 
pueden, por tanto, establecer interacciones π-cartión con el anillo aromático de 
CB, TB y FB y favorecer su extracción.  
 
Experimentalmente se observa que la eficacia de extracción en muestras 
acuosas aumenta ligeramente en presencia de Bu4N+ no enlazado; los 
porcentajes de extracción obtenidos usando 100 mg de ADe+De― aumentaron 
desde 71±1, 85±1 y 97±2% hasta 83±1, 98±2 y 99±2% para CB, TB y FB, 
respectivamente, cuando la relación molar Bu4N+/(ADe+De―) aumentó de 0,5 a 
2,5. A relaciones molares Bu4N+/(ADe+De―) superiores a 2,5 se produce una 
disminución de los porcentajes de extracción probablemente debido a un 
aumento de la solubilidad de los benzimidazoles en la disolución acuosa en 
equilibrio con el disolvente supramolecular, causada por la presencia de Bu4N+ a 
concentraciones lo suficientemente altas para ejercer su efecto hidrotrópico. La 
relación molar Bu4N+/(ADe+De―) no afectó, sin embargo, a la eficacia de la 
extracción de muestras hortofrutícolas. 
 
Las condiciones seleccionadas para llevar a cabo la extracción de 
muestras hortofrutícolas fue 200 mg de tensioactivo (ADe+De―) y una relación 
molar Bu4N+/(ADe+De―) de 0,5, condiciones en las que los tres benzimidazoles 
ensayados se extraen cuantitativamente. Para la extracción de muestras 
acuosas se recomienda el uso de una cantidad de tensioactivo de 100 mg y una 
relación molar Bu4N+/(ADe+De―) de 2,5 condiciones en las que se obtiene una 
recuperación superior al 80% para CB y recuperaciones próximas al 100% para 
TB y FB. En estas condiciones los factores de concentración obtenidos son 160 
para CB y 190 para TB y FB. 
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Otros factores como la fuerza iónica, cuyo efecto se ensayó adicionando 
al medio de extracción concentraciones de NaCl en el intervalo 0-1 M, y la 
temperatura a valores de hasta 40 ̊ C, no influyeron en la eficacia de la 
extracción. A temperaturas superiores a 40 ̊ C se produce una disminución de 
los porcentajes de recuperación debido a la degradación térmica de los analitos.  
 
Finalmente, el tiempo de extracción mínimo requerido para alcanzar 
condiciones de equilibrio usando agitación magnética a una velocidad igual o 
superior a 1300 rpm fue 2 min para muestras acuosas y 15 minutos para 
muestras hortofrutícolas. Este tiempo no se redujo aumentando la velocidad de 
agitación por encima de 1300 rpm.  
 
4.2. Disolventes de agregados inversos 
Se ha evaluado la capacidad de diferentes disolventes de agregados 
inversos de ácidos alquilcarboxílicos, ácido octil (AOc), decil (ADe) y dodecil 
carboxílico (ADo), para extraer fenoxiácidos a baja concentración en muestras 
acuosas medioambientales (aguas subterráneas y de río). El procedimiento 
general usado en el proceso de extracción se muestra en la Figura 7.  
 
 
 
 
 
 
Figura 7.  Procedimiento general para la extracción de fenoxiacidos de muestras 
acuosas en disolventes supramoleculares constituidos por agregados 
inversos de ácidos alquilcarboxílicos 
Muestra acuosa
1) Agitación magnética
2) Centrifugación
Ácido 
alquilcarboxílico
disuelto en THF
Extracto
Disolución 
hidroorgánica
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El ácido alquilcarboxílico se disuelve en tetrahidrofurano (THF) y 
posteriormente, se adiciona la muestra de agua con el pH ajustado a un valor 
igual o inferior a 4. Como ya hemos comentado anteriormente (Sección 2.2.), 
los disolventes de agregados inversos se forman a partir de moléculas de ácidos 
alquilcaboxílicos en su forma protonada y por lo tanto, el pH de la disolución 
debe ser inferior al pKa del tensioactivo (pKa= 4,8). La mezcla ácido 
alquilcarboxílico-THF-agua en la que se ha formado el disolvente 
supramolecular, se agita usando un agitador magnético para favorecer la 
dispersión del disolvente en la muestra acuosa y acelerar la extracción de los 
analitos, y se centrifuga para acelerar la separación de dos fases líquidas, el 
extracto de disolvente supramolecular y una disolución hidroorgánica. Al igual 
que en el caso del disolvente vesicular, los disolventes de agregados inversos se 
pueden recoger fácilmente usando una microjeringa y se inyectan directamente 
en el cromatógrafo de líquidos. 
 
La solubilización de los fenoxiácidos investigados (2,4-D, MCPA, MCPP, 
2,4,5-T y MCPB) en los disolventes de agregados inversos se produce mediante 
interacciones de dispersión y formación de puentes de hidrógeno. La eficacia de 
la extracción depende de la estructura química del analito, la longitud de la 
cadena hidrocarbonada del ácido alquilcarboxílico que constituye el disolvente, 
la cantidad de tensioactivo y tetrahidrofurano usado para generarlo y el pH de 
la muestra acuosa. Las estructuras químicas del tensioactivo y el analito 
determinan la fuerza de las interacciones tensioactivo-analito responsables de la 
solubilización de los fenoxiácidos en el disolvente, la estructura y cantidad de 
tensioactivo y la cantidad de tetrahidrofurano determinan el volumen de 
disolvente supramolecular formado y el pH de la muestra acuosa, la forma 
(neutra o cargada) en la que se encuentran los fenoxiacidos en dicha muestra. 
El porcentaje de tetrahidrofurano usado en la síntesis también influye en la 
composición del disolvente supramolecular generado. 
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Los volúmenes obtenidos para los disolventes supramoleculares 
investigados, disolventes de AOc, ADe y ADo, varían en función de la cantidad 
de tensioactivo y el porcentaje de THF usados en la síntesis de acuerdo con las 
ecuaciones: VE=1,17 CT e 0,039 [THF] , VE=1,04 CT e 0,0472 [THF]  y VE=0,92 CT e 0,056 
[THF], respectivamente, donde VE es el volumen de disolvente supramolecular 
expresado en µL, CT es la cantidad de tensioactivo en mg y [THF]  la 
concentración de THF expresada en tanto por ciento. Por lo tanto, el volumen 
de disolvente formado aumenta linealmente con la cantidad de tensioactivo y 
exponencialmente con la concentración de THF. Un aumento del porcentaje de 
THF usado en la síntesis origina un aumento de la cantidad de THF y agua 
incorporados al disolvente supramolecular y una disminución de la 
concentración de tensioactivo presente en dicho disolvente (por ejemplo, la 
concentración de ADe disminuye desde 0,68 a 0,38 mg µL-1 cuando el 
porcentaje de THF aumenta desde el 5 al 20%). La cantidad de tensioactivo 
usada en la síntesis no afecta sin embargo a la composición del disolvente 
supramolecular.  
 
En la Figura 8 se muestran los factores de concentración obtenidos para 
los fenoxiácidos investigados usando disolventes de AOc, ADe y ADo generados 
usando una cantidad constante de tensioactivo de 350 mg, un pH en la muestra 
acuosa de 1,5 y porcentajes de THF entre el 5 y el 20% (THF+muestra acuosa 
= 70 mL). El máximo factor de concentración se obtiene para todos los analitos 
ensayados usando el disolvente de ácido decanoico generado utilizando un 10% 
de THF y por lo tanto, este fue el disolvente usado para la extracción de 
fenoxiácidos en aguas naturales. 
 
Como hemos comentado anteriormente, el volumen de disolvente 
generado aumenta linealmente con la cantidad de tensioactivo usado en la 
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síntesis y por lo tanto, como es lógico, la cantidad de los analitos extraída en el 
disolvente también aumenta. 
 
Sin embargo, al igual que observamos para disolventes vesiculares, los 
factores de preconcentración disminuyen al aumentar la cantidad de 
tensioactivo, debido a que la cantidad de analito extraída aumenta en menor 
proporción que el volumen de disolvente generado. También al igual que para 
los benzimidazoles extraídos con dichos disolventes vesiculares, los factores de 
concentración aumentan al aumentar la hidrofobicidad del analito (ver 
constantes octanol/agua para 2,4-D, MCPA, MCPP, 2,4,5-T y MCPB en la Tabla 
3), lo que confirma que las interacciones de dispersión juegan un papel 
fundamental en la solubilización de los analitos en el disolvente supramolecular. 
 
  
 
 
 
 
 
 
Figura 8. Factores de preconcentración obtenidos para (○) 2,4-D, (□) MCPA, (∆) MCPP, 
(+) 2,4,5-T y (◊) MCPB usando disolventes supramoleculares constituidos por 
agregados inversos de ácido (A) octanoico, (B) decanoico y (C) dodecanoico generados 
usando diferentes porcentajes de THF. Cantidad de ácido alquil carboxílico = 350 mg; 
pH = 1.5. 
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Se recomienda usar la cantidad de tensioactivo que proporciona los 
factores de concentración necesarios para alcanzar el límite de cuantificación 
establecido por la Unión Europea para los métodos analíticos usados para la 
monitorización de plaguicidas en aguas subterráneas (≤30 ng L-1). Teniendo en 
cuenta que los límites de cuantificación instrumental obtenidos para los analitos 
ensayados mediante espectrometría de masas fueron 6 µg L-1 para 2,4-D, MCPA 
y MCPP, 10 µg L-1 para 2,4,5-T y 12 µg L-1 para MCPB, los factores de 
preconcentración requeridos fueron iguales o mayores a 200 para 2,4-D, MCPA 
y MCPP, 330 para 2,4,5-T y 400 para MCPB. Se seleccionó una cantidad de ADe 
de 70 mg, que da lugar a la formación de aproximadamente 120 µL de 
disolvente supramolecular y proporciona factores de concentración de 260 para 
2,4-D, 290 para MCPA, 390 para MCPP y 400 para 2,4,5-T y MCPB. En estas 
condiciones se obtienen recuperaciones superiores al 70% para todos los 
analitos ensayados excepto 2,4-D (50 %) y MCPA (55 %).  
 
Otros factores como la fuerza iónica, cuyo efecto se ensayó adicionando 
al medio de extracción concentraciones de NaCl en el intervalo 0-1 M, la 
temperatura a valores comprendidos entre 25 y 55 °C y el pH en el intervalo 1-
2, no influyeron en la eficacia de la extracción. A valores de pH superiores a 2 se 
produce una disminución de la cantidad de analito extraída probablemente 
debida a la ionización de los analitos (ver valores de pKa para 2,4-D, MCPA, 
MCPP, 2,4,5-T y MCPB en la Tabla 3) y puesto que el pH no afecta al volumen 
de disolvente formado, también disminuyen los factores de concentración 
obtenidos.  
 
Por último, el tiempo de extracción mínimo requerido para alcanzar 
condiciones de equilibrio usando agitación magnética a velocidades 
comprendidas entre 450 y 1500 rpm fue 5 min para 2,4-D y MCPA y 2 minutos 
para MCPP, 2,4,5-T y MCPB. 
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5. Características analíticas de los métodos desarrollados 
Se han desarrollado métodos para la determinación de contaminantes en 
muestras acuosas medioambientales y productos hortofrutícolas que combinan 
la extracción con adsorbentes o disolventes supramoleculares con cromatografía 
líquida (CL) con detección fotométrica (UV), fluorimétrica (FL) o acoplada a 
espectrometría de masas (EM). En los métodos desarrollados para la 
determinación de contaminantes específicos del grupo de los bisfenoles y 
benzimidazoles se hace uso de detección fluorimétrica, y para la determinación 
de plaguicidas del grupo de los fenoxiácidos se utiliza espectrometría de masas 
con fuente de ionización por electrospray y analizador de trampa iónica. El 
método propuesto para la determinación de multirresiduos de plaguicidas hace 
uso de detección fotométrica. Todos los extractos, tanto los obtenidos mediante 
extracción en fase sólida supramolecular como los obtenidos mediante 
extracción con disolventes supramoleculares, se introducen directamente en el 
cromatógrafo de líquidos sin llevar a cabo ningún tratamiento adicional de los 
mismos. A continuación comentaremos las características analíticas de los 
métodos desarrollados. 
 
5.1. Linealidad y sensibilidad 
La calibración se ha realizado en todos los casos usando patrones de los 
analitos preparados en metanol, ya que no se observó diferencia entre los 
tiempos de retención ni las señales analíticas obtenidas para los analitos en 
metanol y en los extractos supramoleculares. Cuando el sistema de detección 
usado fue EM se utilizaron patrones internos marcados isotópicamente que se 
adicionaron a la muestra acuosa antes de iniciar el proceso analítico, 
permitiendo de esta forma controlar tanto el proceso de extracción como la 
determinación de los analitos en el espectrómetro de masas.  
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En la Tabla 8 se muestra el intervalo de linealidad y pendiente de las 
rectas de calibrado obtenidas para la determinación de contaminantes 
específicos mediante CL-FL o CL-MS (ver nota al pie de la Tabla) y los límites de 
detección (LDM) y cuantificación (LCM) de los métodos desarrollados para su 
determinación en distintos tipos de muestras usando diferentes sistemas 
supramoleculares en el proceso de extracción. Los LDM y LCM se estimaron a 
partir del análisis de muestras blanco (n=6) midiendo el ruido medio obtenido al 
tiempo de retención de cada analito y calculando a través de la correspondiente 
recta de calibrado, la concentración que proporciona una señal igual a 3 y 10 
veces el ruido medido. Cuando no se dispuso de muestras blanco, como es el 
caso de la determinación de bisfenoles en aguas residuales, los LDM y LCM se 
estimaron a partir de los límites de detección y cuantificación instrumentales 
teniendo en cuenta el factor de preconcentración obtenido en la etapa de 
extracción.  
 
En todos los casos se obtuvieron intervalos de linealidad muy amplios 
(entre tres y cuatro órdenes de magnitud) y elevada sensibilidad para la 
determinación de los analitos (los LDM y LCM fueron del orden de los pg L-1/ng 
L-1 para muestras acuosas y ng kg-1/µg kg-1 para muestras hortofrutícolas). 
Lógicamente, los LDM y LCM más bajos se obtienen usando los procedimientos 
de extracción que proporcionan los factores de concentración más elevados. 
Así, el método desarrollado para la determinación de bisfenoles en aguas 
residuales basado en extracción en fase  sólida   supramolecular-LC-FL   que  
hace  uso  de   adsorbentes  de agregados mixtos de ClTBA-DSS-alúmina (FC= 
400) proporciona LDM y LCM 4 veces inferiores a los obtenidos usando 
admicelas de BrCTA-silice como adsorbente (FC=100). Asímismo, los LDM y 
LCM obtenidos para la determinación de benzimidazoles en aguas naturales 
basada en extracción en hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina-LC-FL 
(FC=400) son inferiores a los proporcionados por el método basado en  
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Tabla 9 
Parámetros de calibración y límites de detección y cuantificación para la determinación de 
multirresiduos de plaguicidas basada en extracción en fase sólida en un adsorbente de 
agregados mixtos de ClTBA-DSS-alúmina y cromatografía líquida con detección fotométrica 
Plaguicida 
Parámetros de calibración  
LDMc (ng L1) LCMd (ng L-1) Intervalo de 
linealidada (ng) 
Pendiente ± sb 
(pg1) 
 
Desetilatrazina 0,03-20 39±01  16-19 53-63 
Simazina 0,02 -20 56±1  4-5 13-17 
Atrazina 0,02-20 52±1  4-5 13-17 
Clortoluron 0,03-20 26,5±0,6  25-35 83-117 
Isoproturon 0,03-20 26,1±0,5  20-24 67-80 
Cloroxuron 0,03-20 29,6±0,3  6 20 
Clorpropham 0,06-20 16,5±0,5  11-13 37-43 
Flutriafol 0,4-50 1,8±0,1  89-92 297-306 
Hexaconazol 0,2-50 4,2±0,3  45-65 150-217 
Propanil 0,04-20 25,3±0,7  8-9 27-30 
Metolaclor 0,2-30 7,3±0,3  36-38 120-127 
Alaclor 0,09-30 14,9±0,5  16-20 53-67 
Malation 0,4-30 2,1±0,1  79-90 263-300 
2,4-D 0,03-20 38,6±0,5  15 50 
MCPP 0,03-20 40±1  15 50 
Fluroxipir 0,03-20 47±1  12-13 40-43 
Dinoseb 0,06-20 14,5±0,4  13-15 43-50 
aEl límite inferior del intervalo de linealidad se corresponde con el límite de cuantificación del 
método. bDesviación estándar. Límites de cdetección y dcuantificación del método incluida la 
etapa de extracción.  
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extracción en disolvente vesicular de ADe-Bu4NDe-LC-FL (FC=160-190). 
 
En la Tabla 9 se muestran los parámetros de calibración y los LDM y LCM 
del método desarrollado para la determinación de multirresiduos de plaguicidas 
en aguas naturales basado en extracción en un adsorbente de agregados mixtos 
de ClTBA-DSS-alúmina y cromatografía líquida con detección fotométrica. 
También en este caso se obtienen intervalos de linealidad amplios (3-4 órdenes 
de magnitud) y elevada sensiblidad para la determinación de los analitos (LDM y 
LCM del orden de los ng L-1). 
 
5.2. Selectividad 
La presencia de posibles sustancias interferentes en las muestras 
analizadas usando los métodos desarrollados se investigó comparando las 
pendientes de las rectas de calibrado obtenidas usando disoluciones estándar 
con las obtenidas aplicando el procedimiento analítico completo a muestras a 
las que se le habían adicionado concentraciones conocidas de los analitos. 
 
Se observó una disminución de la pendiente para algunas muestras de 
aguas naturales, tanto aguas subterráneas como de río, analizadas usando 
extracción en fase sólida supramolecular en adsorbentes constituidos por 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina o por agregados mixtos de ClTBA-DSS-
alúmina. Esta disminución se debió a la presencia en las muestras de Ca2+ que 
da lugar a la precipitación de las moléculas de DSS que constituyen los 
adsorbentes supramoleculares disminuyendo la cantidad de tensioactivo en el 
adsorbente y forma complejos π-catión con los analitos disminuyendo las 
interacciones analito-TBA+. 
 
De los métodos ensayados para eliminar el calcio de las muestras, 
intercambio iónico usando zeolitas o columnas rellenas con una resina 
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polimérica de intercambio catiónico y precipitación con DSS, éste último fue el 
que proporcionó mejores resultados. Los cambiadores iónicos retuvieron, 
además del calcio, a los propios analitos, a pesar de mantener las muestras a 
pH básico (pH=9,0), condiciones en las que CB, TB y FB se encuentran en 
forma neutra (ver valores de pKa en Tabla 3). Sin embargo, la adición de DSS a 
la muestra permitió eliminar completamente el calcio sin que se produjeran 
pérdidas de los analitos, por lo tanto, éste es el método utilizado para eliminar 
el calcio de las muestras de agua de río y subterráneas. 
 
No se observaron interferencias debidas al Ca2+ en aguas residuales 
analizas usando extracción en fase sólida supramolecular en adsorbentes 
constituidos por admicelas de DSS-alúmina, probablemente debido a que la 
cantidad de este catión en este tipo de muestras es inferior a la que está 
presente en determinadas aguas naturales. 
 
En lo que se refiere a los métodos basados en extracción en disolventes 
supramoleculares, en ningún caso se observaron diferencias significativas entre 
las pendientes obtenidas a partir de disoluciones estándar y las obtenidas a 
partir de muestras (productos hortofrutícolas, aguas subterráneas o aguas de 
río) adicionadas con concentraciones conocidas de los analitos cuando se aplicó 
un test de la t, con independencia del disolvente supramolecular usado en la 
extracción (disolvente vesicular de ADe-Bu4NDe o disolvente de agregados 
inversos de ADe). Por lo tanto, podemos afirmar que los métodos basados en 
extracción con disolventes supramoleculares están libres de interferencias. 
 
5.3. Exactitud 
Ante la falta de materiales de referencia certificados o métodos de 
referencia para los analitos determinados en las muestras analizadas, la 
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exactitud de los métodos desarrollados se evaluó mediante estudios de 
recuperación. Para realizar este estudio se analizaron muestras sin adicionar y a 
las que se habían adicionado concentraciones de los analitos del orden de los 
ng L-1 en el caso de muestras acuosas y de los µg kg-1 para muestras 
hortofrutícolas. Los resultados obtenidos para analitos específicos se muestran 
en la Tabla 10. Las recuperaciones fueron en todos los casos próximas al 100% 
excepto para el carbendazim extraído de aguas naturales usando un disolvente 
supramolecular de vesículas de ácido decanoico-tetrabutil decanoato para el 
que se obtuvieron recuperaciones alrededor del 80% (recuperaciones iguales a 
las obtenidas cuando la extracción se realizó a partir de disoluciones del analito 
en agua destilada). 
 
En la Tabla 11 se muestran las recuperaciones obtenidas para 
plaguicidas pertenecientes a diferentes grupos estructurales (ver Tabla 3) en 
aguas de río y subterráneas usando el método desarrollado para la 
determinación de multirresiduos de plaguicidas. Se obtuvieron recuperaciones 
cuantitativas para catorce de los diecisiete analitos investigados, lo que 
demuestra la capacidad del adsorbente de agregados mixtos para extraer 
multirresiduos de plaguicidas de aguas naturales. 
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Tabla 10 
Recuperaciones obtenidas para analitos específicos en muestras acuosas y hortofrutícolas usando los métodos 
desarrollados 
Método Muestra Analito 
Concentración adicionada 
(µg L-1/µg kg-1) 
Recuperación 
(%) 
EFSS(1)-CL-FL Influentes de PTAR Bisfenol A 1,0 100-105 
  Bisfenol F 1,0 99-103 
 Efluentes de PTAR Bisfenol A 0,2 98-102 
  Bisfenol F 0,2 96-106 
EFSS(2)-CL-FL Aguas de río Carbendazim 0,08; 0,4 99-105 
  Tiabendazol 0,04; 0,2 96-102 
  Fuberidazol 0,004; 0,02 99-103 
 Aguas subterráneas Carbendazim 0,08; 0,4 98-105 
  Tiabendazol 0,04; 0,2 99-108 
  Fuberidazol 0,004; 0,02 100-107 
EDS(1)-CL-FL Aguas de río Carbendazim 0,1; 0,15 79-83 
  Tiabendazol 0,04; 0,1 98-102 
  Fuberidazol 0,004; 0,03 97-101 
 Aguas subterráneas Carbendazim 0,1; 0,15 75-83 
  Tiabendazol 0,04; 0,1 95-99 
  Fuberidazol 0,004; 0,03 97-100 
 Productos hortofrutícolas Carbendazim 50-500 93-102 
  Tiabendazol 10-100 96-100 
  Fuberidazol 0,5-5 97-102 
EDS(2)-CL-EM Aguas de río 2,4-D 0,1; 0,4 95-103 
  MCPA 0,1; 0,4 100-107 
  MCPP 0,1; 0,4 97-102 
  2,4,5-T 0,1; 0,4 96-100 
  MCPB 0,1; 0,4 99-101 
 Aguas subterráneas 2,4-D 0,1; 0,4 95-108 
  MCPA 0,1; 0,4 95-102 
  MCPP 0,1; 0,4 97-103 
  2,4,5-T 0,1; 0,4 95-106 
  MCPB 0,1; 0,4 97-105 
EFSS: Extracción en fase sólida supramolecular usando (1) un adsorbente de agregados mixtos ClTBA-DSS-alúmina 
y (2) hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina 
EDS: Extracción en un disolvente supramolecular de (1) vesículas de ADe-TBADe y (2) agregados inversos de ADe 
CL-FL: Cromatografía líquida con detección fluorimétrica 
CL-EM: Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 
PTRA: Planta de tratamiento de agua residual 
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5.4. Precisión 
La precisión de los métodos desarrollados se evaluó realizando 
repeticiones del análisis de muestras blanco a las que se adicionaron 
concentraciones conocidas de los analitos. En el caso de la determinación de 
benzimidazoles en muestras hortofrutícolas, además de evaluar la precisión en 
términos de repetibilidad, se evaluó en términos de reproducibilidad, realizando 
repeticiones del análisis de diferentes frutas y verduras a lo largo de cuatro días 
(entre 6 y 9 repeticiones del análisis por día hasta un total de 30 repeticiones). 
 
Tabla 11 
Recuperaciones obtenidas para los plaguicidas ensayados en aguas de río y 
subterráneas usando el método desarrollado para la determinación de 
multirresiduos 
Plaguicida 
Recuperación 
Aguas de río Aguas subterráneas 
Desetilatrazina 32-39 31-43 
Simazina 98-101 97-103 
Atrazina 99-107 93-104 
Clortoluron 22-25 21-27 
Isoproturon 31-36 28-42 
Cloroxuron 96-102 92-101 
Clorpropham 96-105 94-103 
Flutriafol 95-99 97-103 
Hexaconazol 98-100 96-101 
Propanil 95-98 94-104 
Metolaclor 96-100 95-101 
Alaclor 99-100 95-100 
Malation 99-100 96-102 
2,4-D 99-106 94-104 
MCPP 98-103 96-101 
Fluroxipir 96-99 95-105 
Dinoseb 98-99,8 97-99 
Concentraciones adicionadas de cada plaguicida: 0,2 y 0,8 µg L-1 
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La precisión obtenida para la determinación de analitos específicos, 
expresados como desviación estándar relativa, se muestran en la Tabla 12. En 
esta Tabla también se indican las concentraciones de los analitos adicionadas a 
las muestras analizadas y el número de repeticiones del análisis realizadas en 
cada caso. Las desviaciones estándar relativas obtenidas fueron en todos los 
casos inferiores al 6%, a excepción de las obtenidas para los fenoxiácidos 
determinados mediante extracción en un disolvente supramolecular de 
agregados inversos de ADe y cromatografía líquida acoplada a espectrometría 
de masas, que para el nivel de concentración más bajo ensayado (30 ng L-1) fue 
inferior al 10 %. 
 
Tabla 12 
Precisión expresada como desviación estándar relativa obtenida para la determinación de analitos específicos en 
muestras acuosas y hortofrutícolas usando los métodos desarrollados 
Método Muestra Analito 
Concentración 
(µg L-1/µg kg-1) 
Desviación estándar 
relativa (%) 
EFSS(1)-CL-FL Influentes y efluentes de PTAR Bisfenol A  1,0 5,2 (n=6) 
  Bisfenol F 1,0 4,9 (n=6) 
EFSS(2)-CL-FL Aguas de río y subterráneas Carbendazim 0,08 4,6 (n=11) 
  Tiabendazol 0,04 5,7 (n=11) 
  Fuberidazol 0,004 4,1 (n=11) 
EDS(1)-CL-FL Aguas de río y subterráneas Carbendazim 0,1 5,5 (n=11) 
  Tiabendazol 0,08 4,0 (n=11) 
  Fuberidazol 0,03 2,5 (n=11) 
 Naranjas Carbendazim 120 1,5 (n=6) 
  Tiabendazol 24 2,2 (n=6) 
  Fuberidazol 1,2 0,7 (n=6) 
 Naranjas, mandarinas, limones, 
limas, uvas, manzanas, peras, 
bananas, patatas y lechugas 
Carbendazim 50 3,3 (n=30, 4 días) 
 Tiabendazol 10 3,5 (n=30, 4 días) 
 Fuberidazol 0,5 2,8 (n=30, 4 días) 
EDS(2)-CL-EM Aguas de río y subterráneas 2,4-D, MCPA, MCPP, 
2,4,5-T Y MCPB 
0,03 4,3-9,7 (n=11) 
   0,2 2,9-5,8 (n=11) 
EFSS: Extracción en fase sólida supramolecular usando (1) un adsorbente de agregados mixtos ClTBA-DSS-alúmina y 
(2) hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina 
EDS: Extracción en un disolvente supramolecular de (1) vesículas de ADe-TBADe y (2) agregados inversos de ADe 
CL-FL: Cromatografía líquida con detección fluorimétrica 
CL-EM: Cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas 
PTRA: Planta de tratamiento de agua residual 
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En cuanto a la precisión del método desarrollado para la determinación 
de multirresiduos de plaguicidas, las desviaciones estándar relativas obtenidas 
para los plaguicidas que se extraen cuantitativamente usando agregados mixtos 
de ClTBA-DSS-alúmina (simazina, atrazina, cloroxuron, clorprofam, flutriafol, 
hexaconazol, propanil, metolaclor, alaclor, malation, 2,4-D, mecoprop, 
fluoroxipir y dinoseb) variaron entre el 2,5% y el 10,4% para la concentración 
de 200 ng L-1 (n=11), mientras que éstas aumentaron hasta el 15,1-21,2% para 
los analitos que no se extraen cuantitativamente (desetilatrazina, clortoluron e 
isoproturón), para el mismo nivel de concentración. 
 
5.5. Representatividad 
La determinación de CB, TB y FB en productos hortofrutícolas basada en 
extracción en un disolvente supramolecular de vesículas de ADe-TBADe y 
cromatografía líquida con detección fluorimetrica, se realizó analizando 
muestras con pesos comprendidos entre 250 y 300 mg. La representatividad de 
estas muestras se evaluó comparando la varianza de los resultados obtenidos 
analizando muestras de naranja de entre 250 y 300 mg a las que una vez 
pesadas, se le añadieron 100 µg kg-1 de carbendazim, 20 µg kg-1 de tiabendazol 
y 10 µg kg-1 de fuberidazol, con la varianza da las medidas obtenidas analizando 
alíquotas de entre 250 y 300 mg tomadas a partir de una muestra de naranja 
de 2,5 g a la que se le adicionaron las mismas concentraciones de los analitos. 
La comparación de las varianzas se realizó aplicando un test de Fisher. Los 
valores del parámetro F experimental para los tres analitos ensayados variaron 
entre 1,16 y 2,84, valores inferiores al valor del parámetro F crítico (5,05, para 
n1=n2=6; nivel de significación=0,05), y por lo tanto, podemos concluir que no 
existen diferencias significativas entre las varianzas comparadas y que las 
muestras analizadas son representativas. 
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6. Análisis de muestras 
Los métodos desarrollados se aplicaron al análisis de muestras de aguas 
de los ríos Guadajoz, Guadalquivir y Rabanales, aguas de acuíferos de Córdoba, 
Jaén y Montilla, influentes y efluentes de las plantas de tratamiento de aguas 
residuales de Linares, Lucena, Puente Genil y Arahal y diferentes productos 
hortofrutícolas: naranjas, mandarinas, limones, limas, uvas, manzanas, peras, 
bananas, patatas y lechugas. En aguas residuales se determinaron bisfenoles, 
en aguas naturales benzimidazoles, fenoxiácidos y multirresiduos de plaguicidas 
y en productos hortofrutícolas benzimidazoles. En las Tablas 10 y 12 se recogen 
los métodos utilizados para determinar cada uno de los contaminantes 
específicos investigados en cada tipo de muestra analizada. El análisis de 
multirresíduos de plaguicidas se realizó aplicando el método basado en 
extracción en fase sólida en un adsorbente de agregados mixtos de ClTBA-DSS-
alúmina y cromatografía líquida con detección fotométrica. 
 
De los diferentes análisis realizados, sólo se detectaron bisfenoles en 
aguas residuales. En el resto de las muestras analizadas, no se detectaron los 
analitos investigados a concentraciones superiores al límite de detección de 
cada uno de los métodos utilizados en los análisis (límites de detección en Tabla 
9). Las concentraciones de bisfenol A y F deter-minadas en las muestras de 
aguas residuales se muestran en la Tabla 13. 
 
El bisfenol A se encontró en todas las aguas residuales analizadas a 
excepción de las tomadas en la planta de tratamiento de aguas residuales de 
Puente Genil y el bisfenol F estuvo presente en los influentes y efluentes de las 
plantas de tratamiento de aguas residuales de Linares y Arahal. Además, en 
todas las muestras en las que estuvieron presentes ambos contaminantes, la 
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concentración de bisfenol A fue superior a la de bisfenol F, probablemente 
debido al extendido uso del bisfenol A. 
 
Por otra parte, los tratamientos de biodegradación usados en las plantas 
de tratamiento de aguas residuales investigadas no eliminan totalmente los 
bisfenoles de las aguas (la concentración total de bisfenoles en los influentes 
fue en todos los casos superior a 0,5 µg L-1), aunque se observa una 
disminución de la concentración de ambos bisfenoles en las muestras de 
efluente con respecto a la encontrada en la de influente.   
El análisis de muestras a las que se le adicionaron concentraciones 
conocidas de los analitos confirmó la capacidad de los métodos desarrollados 
para determinar los diferentes analitos ensayados en las muestras investigadas 
(resultados de los estudios de recuperación en el apartado 5.3). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabla 13 
Concentracionesa de bisfenol A y bisfenol F encontradas en los influentes y 
efluentes de cuatro plantas de tratamiento de aguas residuales 
Planta de tratamiento 
de aguas residuales 
Muestra  Bisfenol F Bisfenol A 
Linares Influente  0,25±0,02 1,62 ± 0,04 
 Efluente  0,16±0,01 0,30±0,02 
Lucena Influente  <LDMb 0,36±0,04 
 Efluente  <LDMb 0,28±0,01 
Puente Genil Influente  <LDMb <LDMb 
 Efluente  <LDMb <LDMb 
Arahal Influent  0,060±0,004 1,146±0,005 
 Efluente  0,047±0,001 0,11±0,02 
aExpresadas como valor medio de los resultados obtenidos en dos determinaciones 
independientes ± su correspondiente desviación estándar. 
bInferior al límite de detección del método. 
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Figura 9. Cromatogramas obtenidos en el análisis de (A y B) muestras de aguas residuales sin 
adicionar y (C-J) muestras adicionadas de (C, E y F) aguas subterráneas, (D y G) 
aguas de río, (H) naranja, (I) pera y (J) lechuga utilizando los métodos desarrollados 
basados en (A y B) extracción en un adsorbente de agregados mixtos ClTBA-DSS-
alúmina y cromatografía líquida con detección fluorimétrica, (D y E) extracción en 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina y cromatografía líquida con detección 
fluorimétrica, (C) extracción en un disolvente supramolecular de agregados inversos 
de ADe y cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas y (F-J) 
extracción en un disolvente supramolecular de vesículas de ADe-TBADe y 
cromatografía líquida con detección fluorimétrica. 
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Figura 10.  Cromatogramas obtenidos en el análisis de una muestra de agua subterránea 
fortificada con 17 plaguicidas a una concentración de 200 ng L-1. Fases móviles: 
(A y B) acetonitrilo/agua y (C) acetonitrilo/ácido fosfórico 0,015 % (v/v). 
Longitudes de onda: (A) 245 nm y (B y C) 225 nm. Plaguicidas: (1) clortoluron, 
(2) isoproturon, (3) propanil, (4) cloroxuron, (5) clorprofam, (6) desetilatrazina, 
(7) simazina, (8) atrazina, (9) flutriafol, (1= metolaclor, (11) alaclor, (12) 
hexaconazol, (13) malation, (14) dinoseb, (15) fluroxipir, (16) 2,4-D y (17) MCPP. 
 
En la Figura 9 se muestran a modo de ejemplo los cromatogramas 
obtenidos para contaminantes específicos en el análisis de muestras de aguas 
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residuales sin adicionar (A y B), muestras de aguas subterráneas (C, E y F) y de 
río (D y G) a las que se le adicionaron benzimidazoles o fenoxiácidos a 
concentraciones del orden de los ng L-1 y muestras de naranja (H), pera (C) y 
lechuga (J) adicionadas con benzimidazoles a concentraciones del orden de los 
µg kg-1. Finalmente, en la Figura 10 se muestran los cromatogramas 
correspondientes a la determinación de multirresiduos de plaguicidas en una 
muestra adicionada de agua subterránea. 
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Las conclusiones obtenidas en los estudios realizados en esta Tesis doctoral 
son: 
 Los adsorbentes y disolventes supramoleculares permiten extraer 
contaminantes polares en muestras acuosas medioambientales a 
concentraciones del orden de los ng L-1 proporcionando elevados factores de 
concentración (160-1000). 
 La elevada eficacia de extracción/concentración de los adsorbentes y 
disolventes supramoleculares se debe a: 
- Su capacidad para formar enlaces intermoleculares con los analitos 
mediante diferentes tipos de interacciones (dispersión, electrostáticas, 
formación de puentes de hidrógeno, π-catión, etc.). 
- El elevado número de centros de solubilización que poseen al estar 
constituidos por agregados de tensioactivo con concentraciones del 
mismo en los adsorbentes y disolventes supramoleculares en los 
intervalos 20-100 mg/g de óxido mineral y 0,4-1,0 g mL-1, 
respectivamente. 
- Los pequeños volúmenes de disolvente orgánico requeridos (1-2 mL) 
para la elución de los analitos adsolubilizados en los adsorbentes 
supramoleculares. 
 La capacidad de adsolubilización de los adsorbentes supramoleculares 
depende del tipo de agregados usados y de la naturaleza del tensioactivo y 
su concentración en la superficie del óxido mineral. Así: 
- Las admicelas de tensioactivos catiónicos [bromuro de 
cetiltrimetilamonio (BrCTA)-sílice] y las admicelas mixtas de compuesto 
anfifílico catiónico-tensioactivo aniónico [cloruro de tetrabutilamonio 
(ClTBA)-dodecilsulfato sódico (DSS)-alúmina] adsolubilizan más 
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eficazmente analitos neutros con anillos aromáticos como los 
bisfenoles, que las hemimicelas de tensioactivos catiónicos y las 
hemimicelas/ admicelas de tensioactivos aniónicos,  ya que pueden 
formar enlaces intermoleculares con estos analitos mediante 
interacciones de dispersión y π-catión. 
- Las admicelas de ClTBA-DSS-alúmina retienen más eficazmente 
analitos aromáticos neutros que las admicelas de BrCTA-sílice debido a 
que las concentraciones de DSS y ClTBA en la superficie de la alúmina 
(0,30 y 0,15 mmoles/g de óxido mineral, respectivamente) son 
mayores que la concentración de BrCTA en la superficie de la sílice 
(0,06 mmoles/g de óxido mineral). 
- Las mezclas de hemimicelas/admicelas y las admicelas de tensioactivos 
aniónicos (DSS-alúmina) son especialmente adecuadas para la 
extracción de analitos cargados positivamente como los 
benzimidazoles, con los que pueden establecer interacciones de 
dispersión y electrostáticas. 
 El volumen de disolvente orgánico requerido para eluir a los analitos de los 
adsorbentes supramoleculares varía en función de la naturaleza del 
tensioactivo o tensioactivos que forman los agregados sobre el óxido mineral. 
Así, los volúmenes de elución son menores cuando se utilizan adsorbentes de 
DSS-alúmina y ClTBA-DSS-alúmina que cuando se usan adsorbentes de 
BrCTA-sílice, probablemente debido a que BrCTA es menos soluble en los 
disolventes orgánicos usados como eluyentes que DSS y ClTBA. 
 La capacidad de solubilización de los disolventes supramoleculares depende 
fundamentalmente de su composición, ya que de ella dependen el tipo de 
enlaces intermoleculares que pueden formar y el número de centros de 
solubilización que poseen. Así: 
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- Los disolventes constituidos por agregados inversos de ácidos 
alquilcarboxílicos solubilizan analitos mediante interacciones de 
dispersión y formación de puentes de hidrógeno, mientras que los 
disolventes vesiculares de ácido decanoico-tetrabutilamonio decanoato 
pueden formar, además, enlaces π-catión. 
- Los disolventes vesiculares contienen concentraciones de tensioactivo 
próximas a 1,0 g mL-1, mientras que la concentración de tensioactivo en 
los disolventes de agregados inversos depende en gran medida del 
porcentaje de tetrahidrofurano usado en su síntesis (ej. la concentración 
de tensioactivo en un disolvente de ácido decanoico disminuye de 0,7 a 
0,4 g mL-1 cuando el porcentaje de tetrahidrofurano aumenta del 5 al 
20%). 
 La extracción en fase sólida con el uso de adsorbentes constituidos por 
hemimicelas/admicelas de DSS-alúmina proporciona factores de 
concentración para benzimidazoles en aguas naturales (400-1000) mayores 
que la extracción con disolventes vesiculares de ácido decanoico-
tetrabutilamonio decanoato (160-190). Como contrapartida, las extracciones 
con disolventes supramoleculares son más rápidas y no requieren una etapa 
previa de eliminación del Ca2+ presente en las muestras de agua.  
 Los adsorbentes supramoleculares permiten extraer multirresiduos de 
plaguicidas a baja concentración en muestras acuosas medioambientales, 
siendo los adsorbentes de ClTBA-DSS-alúmina los que proporcionan mayores 
factores de concentración y permiten usar mayores velocidades de flujo 
durante la aplicación de la muestra y la elución de los analitos. 
 El uso de disolventes vesiculares de ácido decanoico-tetrabutilamonio 
decanoato constituye una ventajosa alternativa al uso de disolventes 
orgánicos para la extracción de benzimidazoles en frutas y verduras. Entre 
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sus ventajas destacan su simplicidad y rapidez, al no requerir etapas de 
limpieza ni concentración de los extractos que sí son necesarias cuando la 
extracción se realiza usando disolventes orgánicos, además de evitar 
completamente el uso de dichos disolventes. 
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